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RESUMO 
 
 
 O objetivo desse trabalho foi desenvolver um imunosensor fundamentado em 
espectroscopia de ressonância de plásmons de superfície (SPR) para a detecção de 
anticorpos anti-Trypanosoma cruzi por meio da imobilização de antígenos brutos do 
parasito em monocamadas auto-organizadas mistas (SAMs) formadas por ácido 11-
mercaptoundecanóico (11-MUA) e ácido 3-mercaptopropiônico (3-MPA). Na sua 
construção, as concentrações de cada alcanotiol, bem como a proporção de cada 
um deles na composição das SAMs mistas foram definidas através de cálculos de 
cobertura de superfície г.	Posteriormente, o antígeno em diferentes concentrações 
foi imobilizado sobre as SAMs mistas ativadas construídas em disco de ouro e, a 
variação do ângulo de SPR (∆θSPR) decorrente dessa etapa foi monitorada em tempo 
real. O imunosensor desenvolvido foi então eletroquimicamente caracterizado por 
voltametria cíclica (VC) e espectroscopia de impedância eletroquímica (EIE) e as 
respostas do mesmo frente a um pool de soros de indivíduos infectados e não 
infectados pelo T. cruzi foram avaliadas. Em seguida, foram determinados 
parâmetros para otimização do dispositivo, incluindo tempo de imobilização e 
concentração do antígeno, bloqueio e regeneração da superfície sensora e tempo 
envolvido nas análises do imunoensaio. Por fim, a diluição de trabalho do soro e o 
ponto de corte do imunosensaio foram escolhidos e os índices de desempenho do 
mesmo como técnica para o imunodiagnóstico da DC foram calculados empregando 
171 soros, sendo 99 de indivíduos infectados pelo T. cruzi, 30 de não infectados e 
42 portadores de outras infecções. Os maiores valores de г foram encontrados para 
a concentração 1.0 mmol L-1 de 11-MUA e 3-MPA e para as SAMs mistas formadas 
na proporção de 1:10. A imobilização dos antígenos foi conduzida com êxito, de 
modo que houve linearidade entre a concentração utilizada e o ∆θSPR. Por VC e EIE, 
foi demonstrado que a ligação covalente das proteínas aumentou a resistência à 
transferência eletrônica quando comparado com o comportamento da sonda 
eletroquímica sobre as SAMs mistas. Ademais, o imunosensor se mostrou, 
semelhante ao ELISA, capaz de detectar anticorpos anti-T. cruzi em amostras de 
soros diluídas até 1280 vezes. Já em relação aos soros negativos, o dispositivo 
detectou ∆θSPR significativas apenas até a diluição 1:160, o que demonstrou razoável 
capacidade do método em distinguir indivíduos infectados de não infectados. Dentre 
  
os parâmetros analíticos avaliados ficou definido o tempo de imobilização e a 
concentração do antígeno em 20 minutos e 30 µg mL-1, o bloqueio da superfície por 
10 minutos com solução de BSA 1.0%, a regeneração pela injeção de SDS 1.0% e o 
tempo de avaliação da resposta do dispositivo em 20 minutos. A diluição do soro em 
1:320 e o ponto de corte a 17.2 mº foram os critérios metodológicos definidos para o 
imunosensaio. Os índices de desempenho calculados determinaram um excelente 
potencial do imunosensor no diagnóstico sorológico da doença de Chagas, com 
valores de sensibilidade de 100%, especificidade de 97.2%, valor preditivo positivo 
igual a 98%, valor preditivo negativo de 100% e acurácia global estimada em 99.6%. 
O número de reações cruzadas em soros de indivíduos com leishmaniose visceral 
foi menor no método proposto (1/7) do que no ELISA (6/7). A partir dos resultados é 
possível afirmar que foi desenvolvido com êxito um imunosensor sensível, 
específico, rápido, simples e de fácil execução para o diagnóstico sorológico da 
doença de Chagas. 
 
Palavras-Chave: Doença de Chagas; Imunosensor; Ressonância de Plásmons de 
Superfície; Monocamadas Auto-organizadas mistas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
ABSTRACT 
 
 
The aim of the present study was to describe the development of an 
unpublished SPR-based immunosensor for detection of anti-T. cruzi antibodies in 
human serum through the covalently immobilized T. cruzi antigen on a mixed SAM of 
11-mercaptoundecanoic acid (11-MUA) and 3-mercaptopropionic acid (3-MPA) on a 
SPR sensor chip. In its construction, the concentrations of each alkanethiol, and the 
proportion of each in the composition of the mixed SAMs were defined by calculation 
of surface coverage г.		Subsequently, the antigen at different concentrations was 
immobilized on the activated mixed SAMs built on gold disc, and the change in the 
SPR angle (∆θSPR) resulting from this step was monitored in real time. The 
imunosensor developed was electrochemically characterized by cyclic voltammetry 
(CV) and electrochemical impedance spectroscopy (EIS), and the responses of a 
pool of sera from individuals infected and not infected with T. cruzi were also 
evaluated. Then, some parameters for the optimization of the device were defined, 
including immobilization time and antigen concentration, blocking and regeneration of 
the sensor surface and time involved in the analysis of the immunoassay. Finally, the 
working dilution of the serum and the cut-off point were chosen and the performance 
indices of the technique were calculated using 171 sera - 99 individuals infected with 
T. cruzi, 30 not infected and 42 with other infections. The highest values of г were 
found for the 1.0 mmol L-1 concentration of  11-MUA and 3-MPA and mixed SAMs 
formed at 1:10 proportion. The immobilization of antigens was conducted 
successfully, so there was linearity between the concentration used and ∆θSPR. For 
VC and EIS has been demonstrated that covalent attachment of the protein 
increased the electron transfer resistance when compared with the behavior of the 
electrochemical probe on the mixed SAMs. Furthermore, imunosensor showed, 
similarity to ELISA, capable of detecting anti-T. cruzi in sera diluted up 1280 times. In 
relation to the negative sera, the device detected significant ∆θSPR only until dilution 
1:160, which demonstrated the ability of the method to distinguish infected from 
uninfected individuals. The following analytical parameters were defined: time of 
immobilization and antigen concentration at 20 minutes and 30 mg mL-1, blocking 
surface for 10 minutes with 1.0% BSA solution, regeneration by injection of 1.0% 
SDS and time evaluation of the response of the device in 20 minutes. The serum 
  
dilution at 1:320 and cut-off point at 17.2 mº were the methodological criteria for 
immunoassay. The performance indices calculated for the imunosensor 
demonstrated a great potential in serological diagnosis of Chagas' disease, with a 
sensitivity of 100%, specificity of 97.2%, positive predictive value of 98%, negative 
predictive value of 100% and global accuracy estimated in 99.6%. The number of 
cross-reactivity with sera from individuals with visceral leishmaniasis was lower (1/7) 
than in ELISA (6/7). Based on the results, it is possible to stay that a sensitive, 
specific, rapid, simple and easy immunosensor was successfully with potential 
application at serological diagnosis of Chagas disease. 
 
Keywords: Chagas Disease; Immunosensor; Surface Plasmons Resonance 
Spectroscopy; Mixed Self-assembled Monolayer. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 
A doença de Chagas, causada pelo Trypanosoma cruzi (CHAGAS, 1909), 
ainda representa um sério problema em saúde pública (HOTEZ et al., 2006; WHO, 
2013), seja pelo grande numero de indivíduos infectados ou pelas limitações ainda 
existentes em relação a baixa eficácia e alta toxicidade do tratamento na fase 
crônica, bem como a definição do diagnóstico e prognóstico da infecção (COURA & 
BORGES-PEREIRA, 2012). 
A escolha dos métodos para sua detecção correlaciona-se com a fase clínica 
em que se encontra o indivíduo infectado, de modo que na fase aguda os métodos 
indicados são de natureza parasitológica (AFONSO et al., 2012); enquanto que na 
fase crônica, os indicados são sobretudo os sorológicos para a pesquisa de 
anticorpos da classe IgG. Contudo, a definição do diagnóstico ainda é complexa em 
decorrência de algumas limitações desses métodos, tanto em relação à 
sensibilidade e especificidade, quanto à facilidade de execução e viabilidade para 
uso nas áreas endêmicas (LAPA et al.,2011; COURA & BORGES-PEREIRA, 2012).  
Em geral, os métodos parasitológicos apresentam baixa sensibilidade e 
frequentemente necessitam de repetições. Por outro lado, os métodos sorológicos, 
tais como o ELISA (do inglês, Enzyme-linked immunosorbent assay) e a RIFI 
(reação de imunofluorescência indireta) requerem várias etapas para sua realização, 
equipamentos e pessoal especializado, além da combinação de mais de uma 
metodologia para garantir confiabilidade do resultado, principalmente devido a 
possibilidade da ocorrência de reações cruzadas com outros tripanossomatídeos 
(VEXENAT et al., 1996; LUQUETTI et al., 2003; BRASIL, 2005; CABALLERO et al., 
2007; MSF, 2008). Assim, o desenvolvimento de novos métodos mais eficientes que 
possibilitem um diagnóstico rápido, seguro e apropriado é uma necessidade corrente 
(WHO, 2002; GOMES et al., 2009). 
Neste contexto, o desenvolvimento de um imunosensor baseado em 
Ressonância de Plásmons de Superficie (SPR) que possa ser utilizado na 
demonstração da infecção pelo T. cruzi, abre perceptivas para avanços na área 
diagnóstica da doença de Chagas, uma vez que a metodologia tem se mostrado 
extremamente promissora para o diagnóstico imunológico de outras infecções 
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bacterianas, virais e parasitárias, onde demonstra sensibilidade superior ás técnicas 
convencionais rotineiramente empregadas com possibilidade de detecção mais 
rápida, em uma única etapa e em tempo real (OH et al., 2004; HONG et al., 2011; 
GUTA et al, 2012; SOUTO et al., 2013). 
Basicamente, a ressonância de plásmons de superfície é um fenômeno 
óptico-eletrônico em que um feixe de luz plano polarizada incide sobre uma 
superfície metálica, a um dado ângulo, capaz de excitar os plásmons presentes na 
superfície do metal. Após a excitação é gerado um campo eletromagnético 
evanescente, que ao entrar em ressonância produz, juntamente com a radiação 
incidente, um ângulo de SPR (θSPR), que é sensível a alterações no índice de 
refração do meio (DAMOS et al., 2004). Desse modo, quando este índice é alterado 
pela imobilização de biomoléculas (como anticorpos e/ou antígenos), as condições 
de ressonância do sistema são alteradas e há um desvio no θSPR, que pode ser 
acompanhado em função do tempo (HOLFORD et al., 2012).  
Assim, um imunosensor para a detecção de anticorpos anti-T. cruzi poderá 
resultar em um método de imunodiagnóstico, simples e rápido, com perspectivas 
para aplicação em áreas endêmicas e, principalmente, em triagem de doadores em 
bancos de sangue. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 
 
2.1 Aspectos Epidemiológicos da Doença de Chagas 
 
 
A doença de Chagas ou Tripanosomíase Americana é causada pelo 
protozoário hemoflagelado Trypanosoma cruzi (Família: Tripanosomatidae, Ordem: 
Kinetoplastida), parasita intracelular de mamíferos. A descrição inicial da doença foi 
feita em 1909, pelo médico brasileiro Carlos Ribeiro Justiniano Chagas, na cidade de 
Lassance, Minas Gerais, em uma das descobertas mais completas e bem sucedidas 
na história da medicina tropical: “Nova tripanossomíase humana: estudos sobre a 
morfologia e o ciclo evolutivo do Schizotrypanum cruzi n. gen., n. sp., agente 
etiológico de nova entidade mórbida do homem” (CHAGAS, 1909). 
Embora a citação do T. cruzi como um patógeno humano tenha sido feita 
apenas no início do século XX, a ocorrência do mesmo como uma enzootia 
circulante entre vetores e reservatórios naturais remota de milhares de anos e, até 
hoje, está presente no continente americano, em uma área compreendida entre a 
região dos Grandes Lagos, na América do Norte e, o sul da Patagônia, na América 
do Sul, onde mais de 100 espécies de mamíferos atuam como reservatórios naturais 
(Revisado por PRATA et al., 2011). Já o aparecimento das infecções humanas pelo 
parasito ocorreu muito mais tarde, há pelo menos cinco mil anos A.C., onde, no 
momento em que se inseriu nos ecótopos originalmente naturais do continente 
americano, o homem entrou no ciclo do parasito, e este por sua vez, começou a lhe 
ser transmitido acidentalmente, na forma de uma antropozoonose (FORANTINI et 
al., 1979; COURA & BORGES-PEIREIRA, 2010).  
Posteriormente, no final do século XIX e no início do século XX, houve a 
intensificação do número de casos humanos e consequente consolidação da 
endemia nas Américas (Revisado por PRATA et al., 2011), onde o incremento das 
ações antrópicas com destruição do habitat de hospedeiros naturais, associadas à 
construção de vivendas de má qualidade, causou o estabelecimento de diversas 
espécies vetoras nos domicílios e peridomicílios das “cafuas”, o que originou um 
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ciclo doméstico de transmissão do parasito independente do ciclo silvestre 
(SCHOFIELD et al., 1999). 
Como resultado, a doença de Chagas humana se tornou endêmica em 21 
países, estendendo-se do sul dos Estados Unidos até a província de Chubut na 
Argentina (SILVEIRA, 2000), onde o T. cruzi passou a ser transmitido 
primordialmente através de triatomíneos infectados, que ao exercerem a 
hematofagia defecam liberando formas tripomastigotas metacíclicas capazes de 
penetrar em feridas ou em mucosas (CHAGAS, 1909). Além disso, menos 
frequentemente, a transmissão pode ocorrer via transfusão de sangue, por via 
congênita, transplante de órgãos, acidentes laboratoriais ou por alimentos 
contaminados com insetos triatomíneos ou suas fezes, o que por sua vez, compõe 
um cenário cada vez mais crescente de sucessivos surtos epidêmicos agudos da 
doença (DIAS & BRENER, 1984; AZOGUE et al., 1985; DIAS, 2006; RASSI JR. et 
al., 2010). 
Durante muito tempo o controle da doença de Chagas permaneceu 
negligenciado por parte dos poderes púbicos e as iniciativas adotadas para seu 
combate apresentavam caráter isolado (DIAS, 2007). Entretanto, apenas na década 
de 90, quando o contingente de infectados nas Américas era estimado entre 16-18 
milhões de indivíduos (WHO, 1991), foi que se iniciou a implantação de grandes 
programas de controle associados à integração regional, tal como a Iniciativa do 
Cone Sul, o Pacto Andino, o Programa de Controle da América Central e, mais 
recentemente, a Iniciativa da Amazônia (MONCAYO & YANINE, 2006). Tais 
intervenções integraram países geograficamente próximos e centraram-se, 
principalmente, no controle da transmissão vetorial e transfusional do parasito, 
através do combate aos vetores domiciliados e triagem de doadores em bancos de 
sangue (MONCAYO, 1999).  
Em muitas áreas, como o Brasil, o êxito dos programas de controle associado 
ao aumento na migração das populações das zonas rurais para a urbana levou a 
uma redução de aproximadamente 67% de incidência de infecções pelo T. cruzi, de 
modo que os novos casos, atualmente, estão associados principalmente às vias 
secundárias de transmissão (DIAS et al., 2002; MONCAYO & YANINE, 2006). 
Entretanto, em outros países o panorama é ainda diferente, uma vez que 
particularidades relacionadas a heterogeneidades na distribuição do vetor, no 
sucesso da implantação dos programas ou das ações posteriores de vigilância 
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epidemiológica, fizeram com que a transmissão permanecesse ativa e a infecção 
continuasse a incidir principalmente em populações rurais (MONCAYO, 2003; 
SCHOFIELD et al., 2006). 
Neste contexto, a doença de Chagas continua representando um sério 
problema no âmbito da saúde pública. Ela é considerada a sexta doença 
negligenciada mais importante no mundo, ocupando o quarto e o oitavo lugar no 
ranking de mortalidade e impacto de morbidade entre as parasitoses, 
respectivamente (HOTEZ et al., 2006). Segundo a Organização Mundial de Saúde 
(OMS) existe pelo menos 25 milhões de indivíduos vivendo em áreas de risco para a 
infecção nas Américas e 7-8 milhões de indivíduos infectados, sobretudo na fase 
crônica da infecção. Esta realidade muitas vezes gera um grande ônus para o 
Estado, em decorrência de aposentadorias precoces e gastos médico-hospitalares 
e, também, para os orçamentos familiares, uma vez que o chagásico é 
marginalizado pela sociedade e, geralmente, não lhe é dada oportunidade de 
emprego. Estima-se ainda, que apenas no ano de 2008, a doença causou mais de 
dez mil óbitos, sendo considerada uma das principais causas de morte súbita, que 
frequentemente pode ocorrer na fase mais produtiva dos indivíduos (WHO, 2013).  
Em decorrência do incremento no fluxo migratório de latino-americanos para 
outros continentes, o número de chagásicos em áreas não endêmicas aumentou 
consideravelmente, principalmente, nos Estados Unidos, Canadá e em alguns 
países do Pacífico ocidental e Europa, como relatado por Coura & Vinãs (2010). 
Nestas áreas, os casos de infecções humanas vêm sendo atribuídos principalmente 
a transfusões sanguíneas, via congênita, transplante de órgãos e acidentes 
laboratoriais (KIRCHHOF, 1993; SHUMUNIS, 2007; TANOWITZ et al., 2012; WHO, 
2013). 
 
 
2.2 As Fases e Formas Clínicas da Doença de Chagas 
 
 
Clinicamente a doença de Chagas apresenta um amplo espectro de 
manifestações, onde, após a transmissão, há uma fase aguda inicial seguida por 
uma fase crônica duradoura (CHAGAS, 1911). A fase aguda compreende os 
primeiros dois a quatro meses de infecção e se caracteriza por elevada parasitemia 
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sanguínea com produção de anticorpos do tipo IgM, e ainda, por ser um estágio 
assintomático ou com sintomas discretos que, na maioria das vezes, são 
inespecíficos (COURA & BORGES-PEREIRA, 2010). Tais sinais e sintomas 
desenvolvem-se em aproximadamente oito a dez dias após a invasão do parasita ou 
entre 20-40 dias após transfusão de sangue infectado e, incluem febre, mal estar, 
astenia, anorexia, vômito, náuseas, linfadenomegalia, edema subcutâneo, 
hepatomegalia e esplenomegalia. Além disso, ao penetrar no hospedeiro, o parasito 
pode ainda ocasionar a formação de sinais de porta de entrada específicos, 
decorrentes da reação inflamatória que se instala na pele ou mucosa conjuntiva, 
onde tal quadro é denominado de chagoma de inoculação ou sinal de Romaña, 
respectivamente (MAZZA & FREIRE, 1940; ROMANÃ, 1953). Em menos de 5% dos 
casos, complicações neurológicas e/ou cardíacas fatais podem ser observadas na 
fase aguda, principalmente em crianças e imunocomprometidos infectados 
(MACEDO et al., 2004). 
Após a infecção inicial, em pacientes não tratados ou sem resposta 
terapêutica favorável, a doença entra em período de latência clínica, tornando-se 
crônica e presente por toda a vida do hospedeiro, uma vez que curas espontâneas 
são eventos raros (PRATA, 1990; BRASIL, 2005). Nesta transição, ocorre 
considerável diminuição da parasitemia acompanhada de conversão sorológica com 
produção de anticorpos específicos da classe IgG. Cabe ainda ressaltar, que esta 
fase apresenta amplo espectro clínico e grande importância epidemiológica, já que 
inclui a maioria dos chagásicos existentes atualmente e, as principais formas clínicas 
da infecção: indeterminada, cardíaca, digestiva e mista. 
A forma indeterminada da infecção chagásica foi descrita ainda por Carlos 
Chagas em seu clássico trabalho de 1916 (CHAGAS, 1916). Estima-se que 
aproximadamente 60-70% dos casos crônicos apresentam esta forma, onde é 
evidente a positividade sorológica, positividade parasitológica e molecular com 
ausência de alterações clínicas, radiológicas ou eletrocardiográficas (BRASIL, 2005; 
COURA & BORGES-PEREIRA, 2012). Entretanto, quando acompanhados por 24 
horas enquanto exercem suas atividades normais, alguns indivíduos podem 
apresentar sutis alterações cardíacas (MONCAYO & YANINE, 2006) e, por 
eletromanometria, podem ser detectadas alterações nas contrações esofagianas 
(CREMA et al., 2004). A menor parte dos chagásicos indeterminados pode 
eventualmente desenvolver quadros cardíacos e digestivos. 
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Os quadros clínicos sintomáticas da fase crônica são encontrados em 30-40% 
dos casos, onde podem ocorrer alterações patológicas que conduzem a 
comprometimentos cardíaco e/ou no sistema digestivo (megaesôfago e magacólon), 
além de alterações nervosas (BOGLIOLO et al., 1996). 
A forma cardíaca surge entre 5-15 anos após a infecção inicial e representa a 
forma mais prevalente e severa da doença (COURA & BORGES-PEREIRA, 2010).  
Os achados mais frequentes são alterações no ritmo cardíaco, fenômenos 
tromboembolíticos e quadros de insuficiência cardíaca congestiva, que podem 
resultar em morte súbita. A ocorrência de tais quadros varia de acordo com a 
duração da infecção e a extensão da lesão miocárdica (CHAGAS & VILLELA, 1922; 
RIBEIRO et al., 2012). 
Já a forma digestiva da doença de Chagas é marcada por dilatações do cólon 
(megacólon) ou esôfago (megaesôfago), caracterizadas pela destruição dos plexos 
nervosos intramurais causada pelo parasitismo das camadas musculares vizinhas, o 
que faz com que a musculatura lisa de tais órgãos inicie processos de contração 
desordena com hiper ou hiporreatividade associada (REZENDE, 1960; SANCHEZ-
LERMEN et al., 2007). Enquanto o megaesôfago é responsável por quadros de dor 
na região do externo, disfagia, regurgitação e emagrecimento, o megacólon induz 
constipação lenta e progressiva, meteorismo, discinesia, cólicas abdomais e, em 
casos mais graves, formação de fecalomas (BRASIL, 2005). 
A determinação da fase clínica em que o indivíduo infectado pelo T. cruzi se 
encontra é de suma importância, uma vez que as opções atuais de tratamento 
alcançam índices de cura insatisfatórios e controversos na fase crônica da infecção, 
ficando a sua indicação principalmente, na fase aguda e crônica recente (BRASIL, 
2005; COURA & BORGES-PEREIRA, 2012). Além disso, a adoção das medidas 
para o diagnóstico laboratorial parasitológico ou sorológico desta infecção varia de 
acordo com a fase clínica apresentada pelo indivíduo (BRASIL, 2005). 
 
 
2.3 O Diagnóstico Laboratorial da Doença de Chagas 
 
 
A partir de informações epidemiológicas obtidas na anamnese e na avaliação 
da síndrome apresentada pelo paciente, é possível ao clínico suspeitar da infecção 
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pelo T. cruzi. Entretanto, invariavelmente é necessário que haja a confirmação do 
diagnóstico por métodos laboratoriais. 
O diagnóstico laboratorial da doença de Chagas deve ser direcionado em 
função da fase da infecção apresentada pelo paciente. Neste contexto, as principais 
técnicas corriqueiramente utilizadas para tal finalidade, se fundamentam 
principalmente na demonstração do parasito ou na pesquisa de anticorpos 
produzidos contra o mesmo.  
As primeiras técnicas diagnósticas foram propostas ainda durante a grande 
descoberta de Carlos Chagas. Entre elas, destacam-se a demonstração direta á 
fresco das tripomastigotas sanguíneas, a inoculação em animais (CHAGAS, 1909), o 
xenodiagnóstico (BRUMPT, 1914) e a reação de fixação do complemento 
(GUERREIRO & MACHADO, 1913). 
Segundo Luquetti (1999), os avanços alcançados nas metodologias 
diagnósticas para a doença de Chagas podem ser sumariados em três etapas 
distintas. Até 1960, o diagnóstico era realizado primordialmente por xenodiagnóstico 
na fase aguda e pela fixação do complemento na fase crônica. Posteriormente, entre 
1960 e 1975, houve uma considerável melhora na sensibilidade do diagnóstico 
parasitológico da infecção aguda com o advento das técnicas de concentração de 
Strout e do microhematócrito. Além disso, o surgimento, neste mesmo período, da 
hemocultura, hemaglutinação indireta (HAI) e reação de imunofluorescência indireta 
(RIFI) melhoraram consideravelmente a detecção da doença de Chagas crônica. Por 
fim, o terceiro período inicia-se em 1975 e, estende-se até os dias de hoje. Ele é 
marcado pelo advento das análises sorológicas em larga escala, por meio do ELISA 
(do inglês, Enzyme-linked immunosorbent assay), e pelo surgimento das tecnologias 
diagnósticas moleculares, como a PCR (do inglês, polymerase chain reaction). 
Concomitantemente, objetivando a melhoria da sensibilidade e especificidade dos 
testes sorológicos, vários centros de pesquisa iniciaram uma crescente busca por 
antígenos purificados, recombinantes e peptídeos sintéticos (UMEZAWA et al, 
2003). 
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2.3.1 Métodos Parasitológicos 
 
 
O diagnóstico parasitológico da doença de Chagas se fundamenta na 
demonstração e identificação do parasito em espécimes clínicos. Na fase aguda, o 
número de parasitos circulantes é alto e o exame parasitológico prioriza a pesquisa 
direta de tripomastigotas, já presentes no sangue durante seis, oito ou mais 
semanas de infecção (Revisado por AFONSO et al., 2012). O teste direto a fresco é 
a forma mais simples de se realizar tal pesquisa, e se baseia, na visualização do 
movimento dos parasitos entre as hemácias em uma gota de sangue examinada 
entre lâmina e lamínula sob microscopia óptica (BRASIL, 2005). Para possível 
confirmação etiológica e diferenciação específica com outros tripanossomatídeos, 
devem ainda ser confeccionados esfregaços espessos e delgados fixados e corados 
pelo Giemsa (WHO, 2002; RASSI JR. et al., 2010). 
Contudo, quando a carga parasitária é baixa, os testes parasitológicos diretos 
apresentam baixa sensibilidade, o que mediante suspeita clínica, requer várias 
repetições até a obtenção de um diagnóstico seguro. Nessas circunstâncias, devem 
ser empregados os métodos de concentração dos parasitos presentes no sangue, 
como o Strout, microhematócrito e QBC (do inglês, Quantitative Buffy Coat). Tais 
procedimentos apresentam entre 80-90% de sensibilidade e, em casos de suspeita 
de infecção por mais de 30 dias eles devem ser a primeira escolha diagnóstica 
(BRASIL, 2005). 
A fase crônica da doença de Chagas é caracterizada por carga parasitária 
sanguínea subpatente, o que inviabiliza a demonstração direta do T. cruzi 
diretamente na amostra biológica. Assim, nesta fase, os métodos parasitológicos 
utilizados são os indiretos, pois propiciam o enriquecimento da amostra pela 
multiplicação do parasito. Basicamente os métodos parasitológicos indiretos são: o 
xenodiagnóstico (BRUMPT, 1914; SCHENONE, 1999), hemocultura (CHIARI et al., 
1989; LUZ et al., 1994) e inoculação em camundongos. Embora apresentem 
especificidade próxima de 100%, tais metodologias fornecem resultados demorados, 
execução laboriosa, alto custo operacional e sensibilidade baixa oscilando entre 20 e 
50%, o que muitas vezes reque várias repetições (PORTELA-LINDOSO & 
SHIKANAI-YASUDA, 2003; GOMES et al, 2009). Dessa maneira, a execução das 
mesmas encontra-se limitada a laboratórios de referência em situações especiais, 
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como por exemplo, no isolamento do parasito para estudos bioquímicos, biológicos e 
moleculares (BRONFEN et al., 1989), na demonstração da cura clínica (MACHADO-
DE-ASSIS et al., 2012) ou no diagnóstico de indivíduos imunodeprimidos (PEREZ-
RAMIREZ et al., 1999). 
 
 
2.3.2 Métodos Moleculares 
 
 
Os recentes avanços no campo da biologia molecular têm permitindo o 
desenvolvimento de diversas técnicas moleculares passíveis de aplicação no 
diagnóstico de infecções parasitárias. Dentre estas técnicas destaca-se a reação em 
cadeia da polimerase (PCR), uma síntese enzimática in vitro que emprega 
oligonucleotídeos sintéticos capazes de amplificar sequências de genes específicas 
de um determinado patógeno (SAIKI et al., 1988). Na doença de Chagas, a PCR 
representa uma via alternativa para se realizar o controle de cura e o diagnóstico 
parasitológico molecular, sobretudo na fase crônica da infecção, onde os demais 
métodos parasitológicos apresentam diversas limitações operacionais inerentes e, 
quando os testes sorológicos podem ser discordantes.  
Dente as sequências gênicas alvo do T. cruzi mais utilizadas para fins 
diagnósticos está a região variável dos minicírculos do kDNA, presente na 
cinetoplasto do parasito (DEGRAVE et al., 1988; STURM et al., 1989), e do DNA 
satélite de 195pb, contido no núcleo (MOSER  et al.,1989; RUSSOMANDO et al., 
1998). Para a pesquisa do parasito por PCR já foram descritas diversos tipos de 
amostras clínicas passíveis de utilização, tais como: soro (RUSSOMANDO et al, 
1992), sangue total (ÁVILA et al., 1993), líquor (LAGES-SILVA et al., 2002) e 
fragmentos de tecidos (VAGO et al., 2000).  
Em linhas gerais, a PCR apresenta especificidade próxima de 100% e 
sensibilidade entre 50-90% (BRASIL et al., 2010), podendo atingir até 100% de 
sensibilidade, quando comparado com a sorologia convencional, como demonstrado 
em um estudo pioneiro realizado por Ávila et al. (1993) em pacientes de Virgem da 
Lapa, Minas Gerais. Entretanto, segundo Portela-Lindoso & Shikanai-Yasuda (2003), 
algumas diferenças regionais, como parasitemia mais baixa e transitória em 
indivíduos de certas áreas e a variabilidade genética dos isolados, comprometem o 
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desempenho da técnica e gera resultados distintos. Além disso, a PCR requer 
infraestrutura adequada, aparelhos e reagentes caros, mão-de-obra especializada e 
cuidados para se evitar contaminação, por isso a sua realização limita-se a grandes 
centros de referência. 
 
 
2.3.3 Métodos Sorológicos 
 
 
Os métodos imunológicos que visam à pesquisa de anticorpos anti-T. cruzi 
são amplamente utilizados na triagem de doadores em bancos de sangue, em 
inquéritos epidemiológicos e no diagnóstico sorológico individual da doença de 
Chagas, sobretudo, na fase crônica da infecção. Nesta, a parasitemia é baixa e, em 
98% dos infectados são produzidos anticorpos IgG contra o parasito, passíveis de 
detecção por diversas metodologias (WHO, 2007). Por outro lado, na fase aguda, 
apesar de haver a produção de anticorpos IgM específicos, após a primeira semana 
de infecção e até o fim deste período, faltam testes comerciais validados para sua 
pesquisa, bem como controles positivos disponíveis. Assim, nesta fase o diagnóstico 
sorológico é restrito apenas á centros de referência em situações especiais ou raras 
(RASSI JR. et al., 2012). Além disso, é preciso interpretar a positividade de IgM com 
grande cautela em face da possibilidade de reações cruzadas com o fator 
reumatóide (WHO, 2007). 
As metodologias atualmente disponíveis para o diagnóstico sorológico da 
doença de Chagas dividem-se em convencionais e não convencionais. Dentre os 
métodos não convencionais destaca-se a lise mediada pelo complemento (KRETLI 
et al., 1979), imunofluorescência por citometria de fluxo (MARTINS-FILHO et al., 
1995), ELISA empregando antígenos recombinantes ou peptídeos sintéticos 
(UMEZAWA et al., 2003) e a reação de western-blot (ARAÚJO et al., 1986), Em 
virtude do alto preço, necessidade de equipamentos e reagentes específicos, 
algumas destas técnicas são mais utilizadas em laboratórios de pesquisa 
especializados, principalmente em situações de acompanhamento dos pacientes e 
definição de cura clínica. 
Já as metodologias convencionais, incluem aquelas que apresentam kits 
comerciais validados e que são utilizadas rotineiramente na prática laboratorial em 
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países da América Latina desde 1975, tais como: HAI, RIFI e ELISA (WHO, 2007).  
Entretanto, nenhum desses métodos apresenta parâmetros suficientes para ser 
considerado, isoladamente, padrão ouro para o sorodiagnóstico da infecção pelo T. 
cruzi (AFONSO et al., 2012). Assim, o Ministério da Saúde do Brasil, embasado em 
diretrizes da OMS (WHO, 2002; BRASIL, 2005), preconiza a realização em paralelo 
de duas destas técnicas para o diagnóstico definitivo da doença de Chagas crônica, 
preferencialmente, uma que apresente alta sensibilidade e outra de alta 
especificidade. 
Os resultados obtidos entre as duas metodologias tendem a ser concordantes 
em 95% dos casos (WHO, 2007). Entretanto, quando há divergências, o resultado 
deve ser classificado como inconclusivo e uma segunda amostra deve ser coletada 
para a repetição dos testes. Em caso de persistência da discordância, uma terceira 
amostra deve ser coletada para a realização de metodologias mais refinadas, como 
Western-blot ou PCR (FIGURA 1). Entretanto, caso isso ocorra em uma triagem feita 
em bancos de sangue, a amostra doada deve ser excluída (WHO, 2007). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 1: Fluxograma para a realização de testes laboratoriais para doença de Chagas na fase 
crônica. Adaptado de Brasil (2005). 
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2.3.3.1 Ensaio de Hemaglutinação Indireta (HAI) 
 
 
A HAI foi introduzida no contexto da doença de Chagas na década de 60 por 
Cerisola et al. (1962), como um dos métodos pioneiros para o sorodiagnóstico da 
infecção. A técnica baseia-se na sensibilização prévia da superfície de hemácias de 
carneiro com um extrato antigênico do parasito e, posteriormente, na aplicação de 
soro humano ao sistema. Caso o paciente esteja infectado, os anticorpos anti-T. 
cruzi presentes em seu soro se ligam aos antígenos e desencadeiam a aglutinação 
visível dos eritrócitos (STEINDEL & GRISARD, 2007). As análises são relativamente 
rápidas e simples, pois não carecem de equipamentos específicos para detecção, 
fornecem resultados em títulos e em até duas horas, o que confere facilidade de 
implantação à técnica.  
Apesar de apresentar tais vantagens, a HAI apresenta sensibilidade entre 96-
98%, um pouco inferior ao que é visualizado na RIFI e ELISA (MSF, 2008). Além 
disso, vários estudos comparativos demonstram que a sensibilidade da HAI pode ser 
ainda menor e bastante variável, o que requer um teste confirmatório nos títulos 
entre 1/40 e 1/80 (COURA & BORGES-PEREIRA, 2012). Em inquérito realizado por 
Gadelha et al. (2003) no estado de Pernambuco, a HAI apresentou especificidade de 
100% e sensibilidade de 52.7%, valor menor do que obtido pelo ELISA convencional 
(98.2%) e o recombinante (98.2%). Já ao realizar comparação entre diversos testes 
sorológicos em um banco de sangue da província de Chaco, na Argentina, Remesar 
et al. (2009) detectaram sensibilidade variando entre 66 e 74% para a HAI, enquanto 
que para o ELISA essa foi muito maior e variou entre 96 e 99.7%.  
A HAI ainda apresenta a necessidade corrente de refrigeração dos produtos 
que compõe os kits, o que dificulta a aplicação dessa técnica em algumas situações 
de campo e compromete o desempenho do teste quando, no armazenamento ou 
transporte, as temperaturas se elevam (MSF, 2008). Além disso, a técnica apresenta 
problemas de reprodutibilidade dependendo do kit utilizado, requer testes 
confirmatórios, a leitura é subjetiva e, entre 1,6-2,5% dos indivíduos infectados, a 
presença de falsos negativos é observada (SAEZ-ALQUEZAR, et al., 1997; WHO, 
2002).  
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2.3.3.2 Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI) 
 
 
Fife & Muschell (1959) introduziram a RIFI como uma ferramenta bastante 
promissora para o diagnóstico sorológico da doença de Chagas, uma vez que ela 
apresenta sensibilidade média de 99%, o que justifica a sua larga utilização em 
bancos de sangue na triagem de doadores e na demonstração da infecção pelo T. 
cruzi (WHO, 2002). Luquetti et al. (2008) consideram a técnica bastante relevante na 
prática clínica, principalmente, em títulos iguais ou maiores que 1/320. Entretanto, a 
RIFI apresenta algumas limitações no que diz respeito á especificidade e 
frequentemente demonstra falsos positivos advindos de reatividade cruzada com 
outras infecções, especialmente nos títulos de 1/40 e 1/80 (COURA & BORGES-
PEREIRA, 2012). Em estudo realizado com 189 soros negativos para T. cruzi 
oriundos de diferentes regiões do Brasil, Ferreira e colaboradores (2001) 
encontraram especificidade de 85.18% para RIFI, enquanto que para HAI e ELISA 
os valores foram de 88.77% e 94.71%, respectivamente.  
Em termos de execução, a RIFI envolve tempos de incubação de até 60 
minutos e demanda mais etapas e reagentes que a HAI, o que aumenta as chances 
de erros técnicos na fase analítica e torna o processo mais moroso (MSF, 2008). 
Inicialmente ocorre a imobilização do parasito inteiro, geralmente na forma de 
epimastigotas, em lâminas próprias para fluorescência, seguida pela adição do soro 
a ser analisado. Posteriormente, são adicionados corantes fluorescentes conjugados 
com anti-IgG humana que se ligam aos prováveis anticorpos anti-T. cruzi presentes 
no soro e são responsáveis pela revelação da reação antígeno-anticorpo. A leitura 
do resultado requer muita prática e critério por parte do analista, pois se dá 
subjetivamente e de maneira individual em um microscópio de fluorescência com luz 
ultravioleta, que deve estar em ótimo estado de funcionamento, onde, para cada  
reação recomenda-se fazer um controle positivo e negativo do teste (STEINDEL & 
GRISARD, 2007). Desse modo, por demandar muito tempo analítico, a RIFI é mais 
indicada para laboratórios pequenos, onde não mais que 100 amostras são testadas 
por dia (WHO, 2002).  
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2.3.3.3 Ensaio Imunoenzimático 
 
 
O primeiro imunoensaio enzimático foi proposto primariamente por Engval & 
Perlmann (1971). Pouco tempo depois, Voller et al. (1975) descreveram o ELISA 
para a detecção de anticorpos anti-T. cruzi e sugeriram que a técnica era adequada 
para a realização de amplos inquéritos soroepidemiológicos. De fato, a leitura 
automática da reação imunoenzimática feita em um espectrofotômetro permite a 
análise de um grande número de amostras simultaneamente e sem interferências da 
subjetividade do analista, o que facilita a aplicação da técnica em um banco de 
sangue ou em levantamentos epidemiológicos (FERREIRA et al., 2001).  
Além disso, vários trabalhos na literatura demonstram que o ELISA apresenta 
ótima sensibilidade e excelente especificidade, dependente do antígeno utilizado e 
do ponto de corte adotado (WHO, 2002; MSF, 2008). A partir de um painel 
sorológico composto por amostras oriundas de áreas endêmicas, Malan et al. 
(2006), avaliaram a performance de três kits de ELISA convencional disponíveis nos 
Estados Unidos e encontraram valores máximos de sensibilidade (100%) para todos. 
Já considerando a especificidade, um kit atingiu 93% enquanto os demais também 
atingiram 100%. Apesar desta ótima especificidade, diversos autores demonstraram 
que tal parâmetro é bastante variável entre diferentes laboratórios e kits empregados 
(OELEMANN et al., 1998;  PIRARD et al., 2005). 
O ELISA emprega uma placa de microtitulação de poliestireno previamente 
sensibilizada com componentes antigênicos solúveis do T. cruzi adsorvidos. 
Posteriormente, o sistema é incubado com o soro do paciente e um conjugado 
marcado com a enzima peroxidase ou a fostatase alcalina. Na sequência, a reação é 
revelada através da utilização de um substrato, que ao ser consumido pela enzima 
gera um produto colorido. A leitura da densidade óptica é feita em um 
espectrofotômetro adaptado para placas e é proporcional à quantidade de anticorpos 
presentes na amostra (STEINDEL & GRISARD, 2007). Assim, pode-se afirmar que, 
tecnicamente, o ELISA apresenta certas desvantagens operacionais, tais como a 
necessidade de padronização rigorosa dos procedimentos, muito tempo para as 
várias etapas de incubação, marcadores para detecção do produto final, 
equipamentos e suprimentos caros, mão-de-obra treinada e refrigeração das 
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amostras e reagentes (LUQUETTI et al., 2003; FERREIRA et al., 2005; MSF, 2008; 
SOUTO et al., 2013). 
 
 
2.4 Novas Abordagens para o Diagnóstico Sorológico da Doença de Chagas 
 
 
Segundo a OMS, o teste sorológico ideal para o diagnóstico da doença de 
Chagas deve ser barato, dispensar equipamentos especiais e refrigeração dos 
reagentes, apresentar 100% de sensibilidade e especificidade, execução fácil, rápida 
e em apenas uma única etapa (WHO, 2002). Todavia, em decorrência das 
limitações inerentes às metodologias convencionais já descritas, ainda não existe 
um único exame capaz de atender a todos estes requisitos e receber o rótulo de 
"gold standard” (GOMES et al., 2009). Desse modo, novas abordagens para a 
execução de imunoensaios que combinem robustez, rapidez, simplicidade e 
portabilidade, com adequada especificidade e sensibilidade, têm sido exploradas 
para o sorodiagnóstico da infecção chagásica (RABELLO et al., 1999; LUQUETTI et 
al., 2003; BARFIELD et al., 2011). 
Neste contexto, o desenvolvimento de imunosensores abre perspectivas para 
inovações no diagnóstico sorológico da doença de Chagas, uma vez que tais 
dispositivos combinam alta sensibilidade e especificidade para reconhecimento da 
interação antígeno-anticorpo, empregam amostras que carecem de pouco ou 
nenhum preparo prévio e apresentam possibilidade de automação, miniaturização 
dos sistemas e portabilidade (SKOTTRUP et al., 2008; RONKAINEN et al., 2010, 
TIMOTHY et al., 2011).  
 
 
2.4.1 Imunosensores 
 
 
Os imunosensores são considerados biosensores de afinidade que exploram 
a capacidade de um anticorpo em reconhecer seu antígeno em concentrações muito 
baixas e em matrizes biológicas complexas, tais como soro, sangue e outros fluidos 
biológicos (CRUZ et al., 2002; WANG et al., 2008). Os estudos pioneiros envolvendo 
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componentes imunológicos visando o desenvolvimento de sensores foram 
realizados por Yalow & Berson (1959) na determinação da insulina plasmática em 
humanos. Porém, apenas a partir da década de 80 os imunosensores passaram a 
ganhar destaque e, atualmente, estão franca expansão como uma metodologia 
analítica utilizada na detecção e quantificação de biomoléculas (CRUZ et al., 2002), 
com aplicação multidisciplinar em análises ambientais (MAURIZ et al., 2006), 
controle de qualidade de alimentos (HOMOLA et al., 2002), análises clínicas 
(KUMBHAT et al., 2010), entre outros. 
A alta afinidade e especificidade da ligação antígeno-anticorpo e as elevadas 
capacidades de detecção dos sistemas transdutores, fazem com que os 
imunosensores sejam seletivos, sensíveis e, consequentemente, bastante atrativos 
para a detecção de patógenos humanos no diagnóstico clínico (RONKAINEN et al., 
2010). Para infecções pelo T. cruzi, foco deste trabalho, Ferreira et al. (2005) 
desenvolveram um imunosensor amperométrico para detecção de anticorpos anti-T. 
cruzi em soro humano. Os autores demonstraram que o dispositivo apresentou 
sensibilidade/especificidade semelhante ao teste de ELISA, mas com a vantagem de 
apresentar realização mais rápida e simplificada. 
O principal objetivo de um imunosensor é gerar um sinal elétrico que seja 
proporcional à interação específica dos analitos com os elementos de sensoriamento 
(TURNER, 2000). Para tanto, estruturalmente, os dispositivos apresentam uma 
biomolécula de detecção, antígeno ou anticorpo, imobilizada em uma superfície 
transdutora. No momento em que são adicionados analitos ligantes da espécie 
imobilizada, ocorre a formação de um complexo antígeno-anticorpo, capaz de alterar 
algumas propriedades desta superfície, tais como a condutância, resistência elétrica 
ou índice de refração. Tais alterações geram um sinal eletroquímico, óptico, 
termométrico, piezoelétrico ou magnético, que é convertido em um sinal elétrico 
mensurável e passível de visualização em um leitor apropriado – FIGURA 2 
(HOLFORD et al., 2012).  
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FIGURA 2: Representação esquemática do mecanismo de funcionamento de um imunosensor típico. 
Adaptado de HOLFORD et al. (2012). 
 
 
2.4.1.1 Imunosensores ópticos 
 
 
Em um levantamento bibliográfico realizado por Lascka  et al. (2007) em 170 
artigos, as técnicas transdutoras ópticas estão entre as mais popularmente utilizadas 
na construção de imunosensores, uma vez que 35% dos trabalhos publicados nos 
últimos 20 anos contemplam este princípio de transdução, seguido por métodos 
eletroquímicos (32%), piezoelétricos (16%), entre outros (16%). Esta maior 
predileção pode residir no fato dos imunosensores ópticos serem mais simples para 
desenvolver, rápidos na geração de sinal e leitura da resposta, altamente sensíveis, 
isentos de marcações e relativamente baratos (HOLFORD et al., 2012).  
Os dispositivos ópticos baseiam-se no princípio de que a ligação antígeno-
anticorpo altera a resposta do sensor frente a fontes luminosas. Desse modo, 
mudanças na absorção, fluorescência, luminescência, luminescência, espalhamento 
e índice de refração podem ser detectáveis por diversas metodologias (LUPPA et al., 
2001). Dentre elas pode-se destacar a utilização de fibras ópticas (SALAMA et al., 
2007), a fluorescência (GROSSO et al., 2010) e a espectroscopia de ressonância de 
plásmons de superfície - SPR (GUPTA et al., 2002). Esta última por sua vez, tem se 
mostrado bastante promissora para a avaliação de interações entre biomoléculas, 
em decorrência da grande sensibilidade em detectar processos em interfaces e 
superfícies (SKOTTRUP et al., 2008; SOUTO et al., 2013). 
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2.5 Ressonância de Plásmons de Superfície (SPR) 
 
 
2.5.1 Princípios Básicos de SPR 
 
 
A primeira descrição de plásmons de superfície remota de 1902, quando 
Wood iluminou uma rede de difração metálica com luz polarizada e observou faixas 
estreitas e escuras de feixes luminosos sobre a superfície. Tais faixas foram 
denominadas “Anomalias de Wood” e estavam associadas a excitações de elétrons 
livres (plásmons de superfície) em superfícies metálicas (HOA et al., 2007). 
Posteriormente, Otto (1968) e Kretschamnn & Reather (1968) propuseram 
mecanismos para alcançar a excitação dos plásmons de superfície em um fino filme 
metálico e, consequentemente, induzir a formação das ondas de plásmons de 
superfície (OPS). Para tanto, em ambos os casos, um feixe de luz monocromática foi 
incidida sobre um filme em condição de reflexão total atenuada. Na configuração de 
Otto (Figura 3a), o meio dielétrico é colocado entre o prisma e o filme metálico, o 
que gera a excitação dos plásmons na interface interna. Já na configuração proposta 
por Kretschamnn (Figura 3b), o metal é colocado diretamente sobre um prisma, de 
modo que a excitação ocorre na interface externa (SOUTO, 2012). 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 3: Representação esquemática da configuração proposta por Otto (a) e Kretschamnn para a 
excitação dos plásmons de superfície. Adaptado de SOUTO (2012). 
 
 
Atualmente, os sistemas de SPR fundamentados na configuração de 
Kretschamnn estão entre os mais comumente utilizados no desenvolvimento de 
imunosensores, uma vez que esta geralmente confere maior sensibilidade e 
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resolução aos dispositivos (HOMOLA et al., 1999). A instrumentação básica 
empregada na composição de tal configuração perpassa por uma fonte 
monocromática e luminosa plano-polarizada - usualmente laser ou LED, um prisma 
hemisférico - sobre o qual é posicionado um fino filme metálico (50-100 nm) e um 
fotodetector - geralmente detector de fotodiodo ou uma câmera CCD (do inglês, 
charge-coupled device). Na maioria dos casos, o metal de escolha para compor o 
sistema é o ouro, pois este apresenta grande estabilidade química e elétrons livres. 
Prata, cobre e alumínio podem também ser utilizados como vias alternativas 
(SHANKARAN et al., 2007). 
Nesse processo, basicamente um feixe de luz é incidido, atravessa o prisma, 
alcança a superfície metálica e acopla-se os elétrons aí presentes, o que inicia um 
processo de excitação dos mesmos. Em determinados ângulos de incidência, os 
plásmons absorvem a energia da radiação incidente e oscilam originando um campo 
eletromagnético evanescente devido à formação das OPS, que se propagam 
paralelamente à interface do metal com o meio dielétrico. Quando a radiação 
incidente transfere energia para a OPS, o sistema entra em ressonância e ocorre a 
atenuação da intensidade da radiação refletida. Entretanto, para que tal fenômeno 
aconteça, é imprescindível que a componente paralela do fóton da radiação 
incidente (kx) apresente magnitude idêntica ao vetor de propagação da OPS (kOPS) – 
KRETSCHAMNN & REATHER, 1968; DAMOS et al., 2004. Dessa forma, o uso de 
um prisma como sistema óptico é fundamental, pois irá promover a elevação do 
vetor de onda da luz incidente, equiparando-o ao kOPS, o que possibilita a 
transferência ressonante de energia entre ambas – Figura 4a (HOMOLA et al., 
1999). Matematicamente, o kX relaciona-se com o ângulo de incidência da luz com 
base na seguinte expressão: 
 
 =	  √ 	sin , 
 
onde λ é o comprimento de onda da luz incidente, 1 é a constante dielétrica do  
prisma e θSPR é o ângulo de incidência da luz com a superfície do metal. Além disso, 
a kOPS em uma interface metal/dielétrico, pode ser expressa por: 
 
	 =  	 	 		!, 
(1) 
(2) 
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onde λ é o comprimento de onda da OPS, 	é a parte real da constante dielétrica do 
filme metálico e   é a constante dielétrica do ambiente (espécies que interagem 
com a superfície metálica). 
Quando a condição de ressonância do sistema é alcançada (kX = kOPS), o 
ângulo formado entre a radiação incidente e a normal do sistema passa a se 
denominar ângulo de ressonância de plásmons de superfície (θSPR) ou ângulo de 
SPR, que pode ser determinado por: 
 
	"#$%&'( ) 	 		! ×	 +,. 
 
Com base nesta equação, é possível inferir que θSPR é sensível a mudanças 
nas propriedades ópticas do sistema, como as constantes dielétricas do metal, do 
prisma e do ambiente. Além disso, por meio da equação de Maxwell, sabe-se que 
em meios fracamente absorventes de luz, como filmes metálicos, a constante 
dielétrica relaciona-se com o índice de refração (n) da seguinte forma: 
 
 n = √. 
 
Assim, alterações na superfície do metal, como a imobilização de uma 
biomolécula como antígenos e/ou anticorpos, irão alterar o índice de refração do 
meio e gerar variações no valor de θSPR ao longo do tempo (FIGURA 4b). No âmbito 
dos imunosensores, essa possibilidade é amplamente utilizada, uma vez que 
diversas ações adotadas durante um imunoensaio, tal como a interação antígeno-
anticorpo, podem ser monitoradas em tempo real através de um gráfico denominado 
sensograma (HOLFORD et al., 2012), como esquematizado na Figura 4c.  
 
 
 
 
 
 
 
(3) 
(4) 
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FIGURA 4: Princípios básicos da técnica de Ressonância de Plásmons de Superfície (SPR) aplicada 
à imunosensores. a) Representação esquemática da configuração de Kretchmann para SPR, onde o 
dielétrico em contato com o metal possibilita a transferência ressonante de energia da onda incidente 
para as ondas de plásmons de superfície. Adaptado de Damos et al. (2004). b) Ângulos de SPR 
críticos ΘSPR1 e ΘSPR2 representando a superfície metálica antes e depois de interações moleculares, 
respectivamente. Adaptado de Shankaran et al. (2007). c) Sensograma esquemático relacionando as 
variações no valor do ângulo de SPR crítico (resposta) em função do tempo, em decorrência das 
seguintes alterações interfaciais: associação de moléculas à superfície, lavagem para remoção de 
espécies fracamente imobilizadas e regeneração da superfície, deixando-a livre para novas etapas de 
associação. Adaptado de Bertucci et al. (2007). 
 
 
Contudo, para que esse monitoramento seja bem sucedido é necessário que, 
durante a construção do imunosensor, a biomolécula que apresenta afinidade com o 
analito a ser pesquisado seja eficientemente imobilizada sobre a superfície metálica, 
de modo que, a ligação entre as duas forme um complexo antígeno-anticorpo capaz 
de gerar um sinal de SPR estável. Dessa forma, com o intuito de possibilitar tal 
imobilização e, ainda, incrementar a resolução dos sistemas de transdução, a 
superfície sensora deve passar por um processo de modificação química, que por 
sua vez, pode ser alcançado de maneira simples, satisfatória e preservando as 
propriedades das biomoléculas, através da formação espontânea de monocamadas 
auto-organizadas (SAMs) a partir de alcanotióis (FREIRE et al., 2003; LAZCKA et al., 
2007). 
 
 
 
 
 
b) a) 
c) 
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2.6 Monocamadas Auto-Organizadas 
 
 
As monocamadas auto-organizadas (SAMs do inglês, self-assembled 
monolayers) são camadas orgânicas altamente organizadas, estáveis e 
reprodutíveis, que podem se formar a partir da adsorção de constituintes 
moleculares em solução ou em fase gasosa, em superfícies sólidas (metais, óxidos 
ou semicondutores) e em matrizes regulares na superfície de metais líquidos e ligas 
(LOVE et al., 2005; CANCINO & MACHADO, 2012). A silanização, a técnica de 
Langmuir-Blodget e a adsorção espontânea e irreversível de moléculas anfóteras 
funcionalizadas sobre superfícies metálicas ordenadas, já foram descritos como 
processos para formação de SAMs, sendo o último o mais comum e com maior 
utilização nos últimos anos (FREIRE et al., 2003). 
Nestes casos, a SAM é formada pela imersão do substrato metálico em 
solução contendo o adsorbato ou por deposição em vapor da molécula adsorvente. 
Para este tipo de processo, as superfícies metálicas passíveis de uso incluem 
aquelas formadas de platina, ouro, prata, paládio e cobre. Já entre as moléculas 
anfóteras, os derivados alquil, álcoois, aminas e tióis, figuram entre as mais 
exploradas para tal finalidade.  
Entretanto, dentre esses materiais, os que concentram o foco da maioria dos 
estudos são os alcanotióis - HS(CH2)nX - imobilizados em superfícies de ouro. No 
processo de formação, a grande afinidade que tais moléculas apresentam por este 
metal faz com que haja a remoção de espécies previamente adsorvidas na 
superfície do metal com preferencial ligação destas, o que propicia a formação de 
SAMs bem definidas, com maior funcionalidade e quimicamente estáveis por 
períodos que variam de dias até semanas (FREIRE et al., 2003; ARYA et al., 2009). 
Além disso, segundo Love et al. (2005), a utilização do ouro é priorizada, pois 
ele é um metal inerte que não oxida em temperaturas abaixo do seu ponto de fusão, 
não reagente com o oxigênio atmosférico e nem com a maioria dos produtos 
químicos, apresenta fácil obtenção, é um substrato comum de diversas técnicas 
espectroscópicas e analíticas existentes (SPR, microbalança de cristal de quartzo, 
espectroscopia de impedância eletroquímica, etc.). 
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2.6.1 SAMs Formadas a partir de Alcanotióis 
 
 
Como mostrado na Figura 5, estruturalmente, as SAMs formadas a partir de 
alcanotióis em ouro apresentam uma estrutura bastante definida e caracterizada por 
um átomo de enxofre covalentemente ligado ao metal, seguido por uma cadeia 
carbônica alcânica intermediária, que por interações laterais é responsável pela 
organização do sistema. Ela também apresenta um grupo terminal altamente 
funcional e versátil, que confere propriedades específicas à superfície e pode ser 
manipulado de acordo com a aplicação desejada para aquela SAM (VERICAT et al., 
2010). O grau de organização e estabilidade de uma monocamada está diretamente 
ligado com os tipos e intensidade das interações entre as moléculas que a 
constituem e o substrato, bem como o tipo e a força da interação intermolecular 
entre as moléculas do adsorbato (PENSA et al, 2012). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 5: Representação esquemática básica de uma monocamada auto-organizada a partir de um 
alcanotiol em substrato metálico de ouro. Quando organizado, o sistema apresenta emparelhamento 
perfeito entre os alcanotióis, geralmente com uma inclinação de 20 a 30° em relação à normal da 
superfície do metal. Adaptado de FREIRE et al. (2003) e LOVE et al. (2005). 
 
 
Ainda existem muitas controvérsias a respeito da dinâmica de interação do 
grupo tiol (RSH) com o ouro (Au0) – VERICAT et al., 2010. Todavia, é sabido que ela 
é bastante forte e que se dá pelo átomo de enxofre presente no grupamento que se 
posiciona nas cavidades tríplices da rede de ouro. A ligação formada (RS-Au) 
envolve uma energia maior que 50 kcal mol-1, o que corresponde a uma ligação 
covalente e justifica a grande estabilidade apresentada pelas SAMs (ULMAN, 1996; 
Grupo terminal funcional 
Cadeia carbônica 
intermediária 
Átomo de enxofre ligante  
Substrato metálico 
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SMITH et al., 2004). Considerando a formação a partir de alcanotióis em solução, o 
provável mecanismo associado á esse processo é: 
 
RS−H + Au0 → RS−Au + H+ + e-(Au),  
 
onde e-(Au) representa elétrons acumulados na superfície do metal (ARAKAWA et 
al., 2005). 
 As cadeias de hidrocarbonetos vizinhas interagem em alto grau via interações 
do tipo Van der Walls e, em alguns casos, pontes de hidrogênio (LOVE et al., 2005). 
Acredita-se que a energia ligada a essa interação esteja entre 1-2 kcal mol-1 por 
grupo metileno (VERICAT et al., 2010) e que, ao ser adquirida, é capaz de vencer a 
barreira energética necessária para a organização do sistema. Por isso, é possível 
afirmar que a adsorção dos tióis no ouro (formação de RS-Au) é espontânea, 
entretanto, a organização do sistema é mais lenta (GARCÍA-RAYA et al., 2008). 
 
 
2.6.2 SAMs no Desenvolvimento de Imunosensores 
 
 
A porção terminal das SAMs é responsável por conferir as propriedades das 
mesmas e, principalmente, por expor os seus grupos funcionais, que geralmente 
incluem grupos -CH3 , -OH,  -NH2 e -COOH (SAMANTA & SARKAR, 2011). Através 
destes é possível introduzir cargas na superfície das SAMs (KAKIUCHI et al., 2000), 
estabilizar nanopartículas metálicas (RAOFF et al., 2010) e imobilizar proteínas, 
antígenos ou anticorpos, na superfície de um transdutor com manutenção das 
propriedades (LEE et al., 2005), etapa fundamental para o desenvolvimento de um 
imunosensor.  
Uma das maneiras mais eficazes e estáveis de realizar a imobilização de 
proteínas reside na formação de ligações covalentes entre as SAMs e as 
biomoléculas (LOVE et al., 2005). De acordo com Homola (2008), isto usualmente é 
alcançado através do acoplamento de grupos nucleofílicos presentes nas proteínas - 
grupos amino ou hidroxil presentes nos resíduos de lisina - com os grupamentos 
carboxílicos terminais das SAMs.  
(5) 
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Para ativar a formação de uma ligação covalente amida ou éster entre os 
grupos carboxílicos e as proteínas, a ativação prévia da SAM com reagentes 
cardoiimidas, como o 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) é bem 
referenciada na literatura (JONHSSON et al., 1991). O fundamento desta reação 
reside na criação inicial de um intermediário reativo aciluréia com o grupo carboxílico 
(ativação), seguido de reação com grupos nucleófilos fracos, como as proteínas. 
Entretanto, em soluções aquosas a reatividade do intermediário é tão alta, que este 
rapidamente sofre hidrólise, retornando a forma de ácido carboxílico. Tal limitação 
pode ser contornada através do uso adicional de um composto hidroxilado ativo, 
capaz de formar um derivado éster também reativo, porém, estável por um maior 
tempo. Neste sentido, a N-hidroxisuccinimida (NHS) tem sido amplamente utilizada, 
pois apresenta alta solubilidade em água, toxicidade baixa e ótima reatividade 
(JONHSSON et al., 1991; ARYA et al., 2009; SAMANTA, SARKAR, 2011). O 
processo descrito acima, bem como as fórmulas estruturais do EDC e NHS, se 
encontra esquematicamente ilustrado na Figura 6. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 6: Esquema de imobilização covalente de uma proteína sobre uma monocamada auto-
organizada em superfície de ouro, através da ativação desta pela adição de uma mistura aquosa 
contendo 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e N-hidroxisuccinimida (NHS). Adaptado 
de Arya et al. (2009). 
 
 
Ainda no âmbito dos imunosensores, o uso de SAMs é bastante viável, uma 
vez que estas são bastante estáveis, o que permite a realização de diversos ciclos 
analíticos com manutenção da integridade, utilizam quantidades mínimas de 
reagentes durante o preparo, aproximadamente 2x10-7 g cm-2, e apresentam etapas 
de confecção bastante simples, que são realizáveis à temperatura ambiente e 
 
EDC 
 
Proteína-NH2 
NHS 
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NHS Ouro Ouro Ouro 
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basicamente compostas pela imersão do substrato em um solvente orgânico 
contendo os alcanotíois (CHAKI & VIJAYAMOHANAN, 2002; SAMANTA & SARKAR, 
2011).  
A utilização de monocamadas auto-organizadas compostas por diferentes 
adsorbatos (SAMs mistas) vem ganhando crescente destaque no meio científico 
para o desenvolvimento de imunosensores (PREST et al., 2010). Neste tipo de 
sistema é possível obter uma SAM homogênea a partir da co-adsorção de uma 
mistura de alcanotíois, podendo ser um de cadeia carbônica curta e outro de cadeia 
carbônica longa (PARK et al., 2010). Uma das principais vantagens no uso de SAM 
mistas é o incremento na eficiência de imobilização de biomoléculas (antígenos ou 
anticorpos) e, consequentemente, o aumento na cobertura da superfície, já que os 
alcanotíois de cadeias longas levariam a uma melhor exposição de sítios ativos, 
enquanto que os de cadeias curtas reduziriam efeitos de impedimento estérico, 
facilitando a ligação de mais moléculas (LEE et al., 2005). A Figura 7 demonstra a 
representação esquemática de uma SAM mista composta por ácido 11-
mercaptoundecanóico e 2-mercaptoetanol, que apresentam cadeias carbônicas 
intermediárias longas e curtas, respectivamente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 7: Representação esquemática da distribuição de molécuas de alcanotíois (ácido 11-
mercaptoundecanóico e 2-mercaptoetanol) na constituição de uma monocamada auto organizada 
mista em superfície de ouro. Adaptado de Cancino & Machado (2012). 
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2.7 Aplicações de SPR no Diagnóstico Laboratorial 
 
 
A possibilidade de análises de eventos em superfícies e interfaces na 
proximidade de finos filmes metálicos faz com a técnica de SPR seja útil em diversas 
investigações, tal como na obtenção de parâmetros acerca da especificidade, 
afinidade e cinética de interações biomoleculares, bem como sobre as 
concentrações de analitos – como, por exemplo, antígenos ou anticorpos presentes 
em matrizes complexas (HOA et al., 2007; HOMOLA, 2008; SHANKARAN et al., 
2007). Em conjunto ou isoladas, essas informações podem ser diretamente 
aplicadas na engenharia molecular (KIM et al., 2006), análises de alimentos (WU et 
al., 2013), monitoramento ambiental (WANG et al., 2007), bacteriologia (ZHANG et 
al., 2006), virologia (RICH & MYSZKA, 2003), biologia celular (OLI et al., 2006), 
desenvolvimento de drogas (CIMITAN et al., 2005) e diagnóstico clínico-laboratorial 
(SOUTO et al., 2013). 
Na esfera do diagnóstico laboratorial, o desenvolvimento de imunosensores 
se apresenta como a principal aplicação da técnica, uma vez o sinal de SPR gerado 
é proporcional à concentração de antígenos ou anticorpos presentes em um 
espécime clínico, o que possibilita a realização de determinações qualitativas e 
semi-quantitativas (HOLFORD et al., 2012). Os dispositivos obtidos a partir da SPR 
são bastante simples, rápidos, específicos, reutilizáveis e hábeis na detecção de 
analitos em níveis abaixo do nanomolar (SHANKARAN et al., 2007; 
VAISOCHEROVÁ et al., 2007). Além disso, a instrumentação utilizada em SPR é 
passível de miniaturização, o que permite o desenvolvimento de sistemas portáteis 
para aplicação in situ, tal como o modelo multicanal Spreeta 2000 produzido pela 
Texas Instrument (SOELBERG et al., 2005) – FIGURA 8a – ou o protótipo de 
imunosensor desenvolvido experimentalmente por Preechaburana et al. (2012) para 
a detecção de β2 microglobulina por SPR, utilizando a tela e a câmera de um celular 
(FIGURA 8b). 
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FIGURA 8: Instrumentação portátil para Ressonância de Plásmons de Superfície. (a) Fotografia de 
um Spreeta 2002, Texas Instrument, ao lado de uma moeda de US$ 1 (18mm) para efeito de escala 
comparativa. Adaptado de Soelberg et al. (2005). (b) Imunosensor de SPR desenvolvido para 
detecção de β2 microglobulina utilizando a iluminação da tela de um celular como fonte de luz LED e 
a câmera como sistema de detecção. Em destaque está um chip comercial funcionalizado com 
anticorpos policlonais anti- β2 microglobulina humana Adaptado de Preechaburana et al. (2012). 
 
 
Desse modo, imunosensores fundamentados em SPR para inúmeras 
finalidades clínicas e aplicáveis em diversos espécimes clínicos já foram descritos, 
como por exemplo, a determinação dos biomarcadores 3-nitrotirozina (JIN et al., 
2011) e quimiocina CXCL12 (VEGA et al., 2013) em urina, fibronectina fetal na 
secreção cérvico-vaginal (CHEN et al, 2012), testosterona (MITCHELL; LOWE, 
2009), cortisol e cortisona (FRASCONI et al., 2009) na saliva, interferon-γ (STIGTER 
et al., 2004) e frações do fármaco warfarina livres (FITZPATRICK & O'KENNEDY, 
2004) no plasma e insulina (GOBI et al., 2007) e troponina T (JIN et al., 2013) em 
amostras de soro humano. 
Adicionalmente, grande destaque tem recebido o desenvolvimento destes 
dispositivos para diagnóstico imunológico de patógenos humanos, onde, por meio de 
SPR é possível detectar antígenos destes micro-organismos ou anticorpos 
produzidos pelo sistema imune dos hospedeiros frente às infecções. 
 
 
 
 
 
 
b) a) 
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2.7.1 SPR no Desenvolvimento de Imunosensores para Detecção de Patógenos 
Humanos 
 
 
Nos últimos anos vários estudos foram realizados explorando o potencial da 
técnica de SPR para o desenvolvimento de imunosensores desenvolvidos sobre 
SAMs e aplicáveis na detecção de patógenos humanos. Em 2004, Oh et al. (2004) 
criaram um imunosensor para a detecção de antígenos de Salmonella paratyphi, um 
dos principais agentes etiológicos de infecções intestinais. Para tanto, os autores 
imobilizaram anticorpos IgG anti- S. paratyphi sob  uma SAM contendo Proteína G, 
útil no incremento da exposição dos sítios ativos do componente antigênico. O 
imunoensaio proposto apresentou elevada sensibilidade e especificidade, com uma 
faixa de detecção quatro vezes superior ao padrão ouro para diagnóstico dessa 
infecção (ELISA) – 102 a 107 UFC/mL e nenhuma reação cruzada com outras 
bactérias patogênicas também causadoras de distúrbios intestinais. 
Também adotando a proteína G como facilitadora da reação antígeno-
anticorpo, Jyoung et al. (2006) desenvolveram um imunosensor para detecção de 
Vibrio cholerae O1. Os autores imobilizaram anticorpos monoclonais anti-V. cholerae 
com especificidade previamente comprovada por Western blot sob uma 
monocamada auto-organizada mista e, após os imunoensaios, demonstraram que a 
nova técnica apresentou uma ótima faixa de detecção (105 - 109 células/mL). 
Kang et al. (2006) propuseram um imunosensor de SPR baseado em SAMs 
mistas compostas por ácido 11-mercaptoundecanóico (11-MUA) e ácido 3-
mercaptopropanol para detecção em tempo real de oocistos de Cryptosporidium 
parvum. Para isso os autores imobilizaram, via biotina/estreptavidina, anticorpos 
monoclonais anti-C. parvum nas SAMs visando a formação da plataforma sensora. 
Após padronizações do imunoensaio, o dispositivo construído foi capaz de detectar 
oocistos de C. parvum em um limite de detecção de 1x102 oocistos/mL.  
Considerando a grande prevalência e a necessidade de testes diagnósticos 
rápidos que atendam ás populações em surtos epidêmicos da dengue, Kumbhat et 
al. (2010) construíram um imunosensor baseado em SPR para a detecção e 
desenvolvimento de uma nova metodologia para o diagnóstico sorológico da 
infecção pelo vírus da dengue. O antígeno viral foi conjugado com albumina bovina e 
covalentemente imobilizado na superfície de ouro através de SAMs ativadas 
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construídas a partir do 11-MUA. Os resultados obtidos demonstraram o sucesso da 
criação de um ensaio baseado nesse imunosensor, que comparado ao teste de 
ELISA, convencionalmente empregado, mostrou uma sensibilidade 
significativamente mais elevada. Além disso, sucessivas regenerações da superfície 
foram alcançadas a partir da adição de solução de pepsina em glicina-HCl (pH 2.2), 
o que mostra a possibilidade de diversas análises com manutenção da estabilidade 
da resposta sensora. 
Aproximadamente um terço da população mundial apresenta infecção latente 
por Mycobaterium tuberculosis, por outro lado, em decorrência da baixa 
sensibilidade, os imunoensaios disponíveis para diagnóstico frequentemente 
apresentam varias reações falso-negativas e falso-positivas, o que 
epidemiologicamente apresenta impacto negativo nas populações onde a 
tuberculose é endêmica. Assim sendo, Hong et al. (2011) desenvolveram um 
imunosensor baseado em SPR para a detecção de CFP-10, proteína exclusiva de 
M. tuberculosis e presente em fluidos de indivíduos infectados pela mesma. Para 
tanto, foram imobilizados anticorpos anti-CFP-10 diretamente em substrato de ouro 
e, por SPR, foi detectada uma relação linear entre o desvio do ângulo e as 
concentrações de CFP-10 em uma faixa de 0.1 a 1.0 µg/mL, caracterizando essa 
metodologia como uma ferramenta simples e de alta especificidade e sensibilidade 
para o diagnóstico desta infecção. 
GUPTA et al. (2012) desenvolveram um imunosensor para a detecção de 
anticorpos anti-Salmonella typhi em amostras de soro utilizando antígenos 
recombinantes da bactéria, imobilizados em discos de ouro modificados com SAM 
formada por ácido 4-mercaptobenzóico. Neste trabalho, os soros positivos foram 
facilmente separados dos negativos por SPR em menos de dez minutos, o que 
mostra que a técnica realmente fornece uma possível estratégia de diagnóstico 
rápida e eficiente. 
Recentemente, SOUTO e colaboradores (2013) propuseram um imunosensor 
para diagnóstico da leishmaniose visceral canina. Os autores empregaram SAMs de 
11-MUA adsorvidas em discos de ouro e ligadas covalentemente a antígenos brutos 
do tripanosomatídeo Leishmania infantum. A adição de soros positivos ao sensor 
demonstrou significativas variações no deslocamento do ângulo de SPR crítico, o 
que demonstrou a grande sensibilidade da técnica em detectar a interação antígeno-
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anticorpo. Já os soros negativos mostraram respostas analíticas baixas, o que, 
segundo os autores, sugere a especificidade da SPR. 
Em relação a doença de Chagas, foco desta dissertação, ainda não existe 
nenhum trabalho descrito na literatura que empregue a ressonância de plásmons de 
superfície para o desenvolvimento de uma ferramenta aplicável no diagnóstico da 
mesma. As vantagens apresentadas pela SPR apresentam grande potencial de 
serem convertidas a favor das necessidades correntes de criação de novas 
ferramentas diagnósticas para as infecções pelo T. cruzi, com possível aplicação 
para o diagnóstico individual, no acompanhamento pós-terapêutico e, 
principalmente, na triagem de doadores em bancos de sangue. 
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3 OBJETIVOS 
 
 
3.1 Objetivo Geral 
 
 
Desenvolver um imunosensor fundamentado na espectroscopia de 
Ressonância de Plásmons de Superfície (SPR) por meio da imobilização covalente 
de antígenos brutos de Trypanosoma cruzi sobre Monocamadas Auto-organizadas 
mistas em superfície de ouro. 
 
 
3.2 Objetivos Específicos 
 
 
a) Estabelecer as composições adequadas de cada alcanotiol a ser utilizada 
na síntese das monocamadas auto-organizadas mistas. 
 
b) Caracterizar eletroquimicamente a plataforma sensora através das 
técnicas voltametria cíclica e espectroscopia de impedância eletroquímica. 
 
c) Avaliar por SPR a capacidade de detecção do imunosensor desenvolvido 
através da adição sobre o imunosensor, de soros humanos positivos e 
negativos para infecções pelo T. cruzi em diferentes diluições. 
 
d) Definir os melhores parâmetros de tempo de imobilização antigênica, 
bloqueio de sítios inespecíficos, concentração de antígeno utilizada, tempo 
de avaliação da resposta do dispositivo, regeneração da superfície 
sensora e diluição do soro. 
 
e) Avaliar o potencial do imunosensor como uma ferramenta aplicável no 
diagnóstico sorológico da doença de Chagas, por meio de uma população 
inquérito artificial composta por um diversificado panorama de amostras de 
soro. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 
O desenvolvimento de um imunosensor para detecção de anticorpos anti-T. 
cruzi requer várias etapas que estão descritas nos tópicos subsequentes e que 
podem ser sintetizadas em quatro fases básicas: 
 
1) Produção dos antígenos brutos do T. cruzi e seleção das composições da 
monocamada auto-organizada mista (SAM) que irá servir como plataforma 
para imobilização dos mesmos durante o desenvolvimento do imunosensor. 
2) Construção do imunosensor iniciando pela etapa que envolve a imobilização 
covalente dos antígenos nas SAMs mistas presentes na superfície do disco 
sensor, bem como a caracterização eletroquímica desse sistema. 
3) Avaliação da capacidade do imunosensor em detectar anticorpos em soros de 
pacientes infectados com T. cruzi e otimização dos parâmetros para obtenção 
de um dispositivo capaz de reconhecer essas moléculas com boa 
sensibilidade e especificidade por meio de análises mais práticas. 
4) Avaliação do desempenho do imunosensor como técnica para o 
imunodiagnóstico da doença de Chagas empregando amostras provenientes 
de áreas endêmicas. 
 
 
4.1 Reagentes e Soluções 
 
 
3-MPA, 11-MUA, NHS, EDC, hexacianoferrato de potássio - K4[Fe(CN)6], 
ácido 4-(2-hidroxietil)piperazina-1-etanosulfônico (HEPES), dodecil sulfato de sódio 
(SDS), soroalbumina bovina (BSA), conjugado anti-IgG humana e orto-fenil-diamino 
(OPD) foram adquiridos da Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, EUA). Ácido 
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), hidróxido de sódio (NaOH), cloreto de sódio 
(NaCl), cloreto de potássio (KCl) e ácido hidroclorídrico (HCl) foram adquiridos da 
Isofar® (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Polissorbato 20 (monolaurato de sorbitan 
etoxilado 20), hidróxido de potássio (KOH), carbonato de cálcio (Na2CO3), 
bicarbonato de cálcio (NaHCO3) e fosfato de sódio dibásico dodecahidratado 
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(Na2HPO4 . 12H2O) foram obtidos da Vetec Química Fina LTDA® (Rio de Janeiro, 
RJ, Brasil). Etanol (99.8%), peróxido de hidrogênio (H2O2), ácido sulfúrico (H2SO4) e 
ácido cítrico foram comprados na Vetec® Química Fina (Rio da Janeiro, RJ, Brasil).  
O tampão HBS-EP pH 7.4 utilizado nas análises de SPR e diluições do 
antígeno e soros foi obtido através da mistura de soluções de 10.0 mmol L-1 Hepes 
pH 7.4, 3.0 mmol L−1 EDTA pH 8.0, 150.0 mmol L−1 NaCl e 0.005% polissorbato 20. 
Os tampões utilizados no ELISA foram o tampão carbonato, o tampão citrato-
fostato e o tampão fosfato-salino (PBS). O primeiro foi preparado a partir de 0.795 g 
de Na2CO3 e 1.465 g de NaHCO3 e água em quantidade suficiente para (q.s.p.) 500 
mL, com ajuste do pH final para 9.6. Já o tampão citrato-fosfato foi obtido pela 
adição de 3.68 g de Na2HPO4 . 12H2O, 1.16 g de ácido cítrico e água em q.s.p. 200 
mL, o pH final da solução foi conferido a justado para 5.3. Por fim, o tampão PBS foi 
produzido a partir de 81.82 g de NaCl, 1.89 g de KCl, 1.91 g de KH2PO4 e 28.62 g de 
Na2HPO4 . 12H2O em água q.s.p. 1000 mL, com ajuste de pH para 7.4. 
Os demais reagentes aqui utilizados apresentavam grau analítico e todas as 
soluções foram preparadas com água ultrapura, obtida em um sistema de água Milli 
Q com resistividade de 18.2 MΩ cm-1 (PURELAB Classic DI). 
 
 
4.2 Instrumentação 
 
 
4.2.1 Caracterizações Eletroquímicas 
 
 
A fim de caracterizar eletroquimicamente os sistemas obtidos, foi realizada 
voltametria cíclica (VC) e espectroscopia de impedância eletroquímica (EIE) em um 
potenciostato/galvanostato da Autolab (modelo PGSTAT 128N), acoplado a um 
microcomputador contendo os softwares GPES e FRA (do inglês, General Purpose 
Eletrochemical System e Fit and Simulation, versão 4.9) - FIGURA 9a. As medidas 
eletroquímicas foram realizadas em uma célula de 10.0 mL, empregando um 
eletrodo de ouro como eletrodo de trabalho (área = 0.0314 cm2), um fio de platina 
como eletrodo auxiliar e um eletrodo de Ag/AgCl (KCl 3.0 mol L−1) como eletrodo de 
referência – FIGURA 9b. 
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FIGURA 9: Instrumentação utilizada nos estudos de voltametria cíclica e espectroscopia de 
impedância eletroquímica. Em (a) Potenciostato/galvanostato da Autolab (modelo PGSTAT 128N), 
em (b), da esquerda para direita, eletrodos de referência, auxiliar e trabalho (0.0314 cm²) utilizados. 
 
 
4.2.2. Avaliações das Interações Moleculares na Superfície do Substrato 
 
 
 Para as medidas do ângulo de SPR, utilizadas nas avaliações das interações 
biomoleculares entre antígenos e anticorpos na superfície do ouro, um 
espectrômetro de SPR Autolab Springle (Eco Chemie) foi empregado (FIGURA 10a). 
Este equipamento se baseia na configuração proposta por Kretschmann e a parte 
óptica do sistema é compreendida por um prisma de vidro e um disco de ouro 
recoberto por um fino filme do metal, ambos obtidos na Metrohm-Autolab, Brasil 
(FIGURA 10b). Além disso, um laser de He-Ne com emissão em 670nm é usado 
como fonte de radiação e a detecção é feita por um detector de fotodiodo. Os dados 
de variação do ângulo de SPR foram obtidos a partir do software Data Aquisition 
(versão 4.4) acoplado ao equipamento. 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 10: Instrumentação utilizada nos estudos de espectoscopia de ressonância de plásmons de 
superfície (SPR). Em (a) espectrômetro de SPR Autolab Springle utilizado para as medidas ópticas e 
em (b) disco de ouro utilizado como substrato nas análises colocado sobre o prisma de vidro. As 
setas vermelhas indicam a região do equipamento em que o prisma é inserido. 
b) a) 
b) a) 
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4.3 Produção de Antígenos Brutos de T. cruzi 
 
 
Os antígenos brutos utilizados nas análises de SPR e de ELISA foram 
produzidos in house por extração alcalina a partir de epimastigotas da cepa Y - 
descrita inicialmente por Silva & Nussenzweig (1953). Em linhas gerais, os parasitos 
foram crescidos exponencialmente em meio LIT e submetidos à lise overnight em 
banho e gelo sob agitação com NaOH 0.15M. Posteriormente, a suspensão foi 
neutralizada com HCl 0.15M e centrifugada a 15.000 r.p.m., durante 30 minutos, a 
4°C. O sobrenadante foi cuidadosamente recuperado e submetido à determinação 
proteica segundo metodologia proposta por Lowry et al. (1951). Por fim, a 
concentração final foi ajustada em 1000 µg mL-1 e alíquotas foram armazenadas a -
80°C até o momento do uso. A diluição desse antígeno para análises de SPR e 
ELISA foi conduzida em tampão HBS-EP pH 7.4 e carbonato pH 9.6, 
respectivamente. 
A avaliação do potencial do componente antigênico para o imunodiagnóstico 
da doença de Chagas foi previamente realizada através do ELISA, segundo Voller et 
al. (1975), utilizando soros humanos provenientes de áreas endêmicas para a 
infecção e depositados no banco de soros do Laboratório de Doença de Chagas da 
Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP). 
 
 
4.4 Formação e Caracterização das SAMs em Superfície de Ouro 
 
 
As SAMs constituídas por apenas um alcanotiol foram formadas através da 
imersão de um eletrodo de ouro em solução etanólica contendo ácido 3-
mercaptopropiônico (3-MPA, do inglês 3-mercaptopropionic acid) e ácido 11-
mercaptoundecanóico (11-MUA, do inglês 11-mercaptoundecanoic acid) em três 
concentrações distintas: 0.1, 1.0 e 10.0 mmol L-1 (FIGURA 11). Após 24 horas, o 
eletrodo foi removido da solução, lavado com etanol e água e transferido para a 
célula eletroquímica. 
Cada uma dessas plataformas foi, então, submetida ao método da redução 
dessortiva (RD) por voltametria de pulso diferencial (VPD). Os voltamogramas foram 
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obtidos em solução aquosa contendo 0.5 mol L-1 de KOH, a 20 mV s-1, com ∆E de 
0.1 a -1.3V vs. Ag/AgCl. Posteriormente, por RD foi efetuado o cálculo da cobertura 
de superfície total (г) dos eletrodos modificados para a determinação da 
concentração de cada alcanotiol que apresentasse melhor cobertura do substrato de 
ouro (WALCZAK et al., 1991). Previamente à redução eletroquímica, a solução 
aquosa de KOH foi desoxigenada em atmosfera de gás nitrogênio (N2) durante 
aproximadamente 10 minutos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 11: Fórmulas estruturais dos alcanotióis utilizados para a formação das monocamadas auto-
organizadas: ácido 3-mercaptopropiônico e ácido 11-mercaptoundecanóico. 
 
 
Uma vez definida a melhor concentração de cada alcanotiol, cinco misturas 
destes nas proporções de 1:10, 3:10, 1:1, 10:3, 10:1 (11-MUA:3-MPA) foram 
conduzidas para a obtenção de SAMs mistas. Posteriormente, por estudos de RD 
por VPD, realizados nas mesmas condições citadas anteriormente, foi selecionada a 
monocamada mista que apresentou maior valor de cobertura de superfície para ser 
construída em discos de ouro para as análises posteriores de SPR.  
Todas as etapas de modificação dos eletrodos de ouro descritas acima foram 
antecedidas por limpezas da superfície do substrato. Para essa finalidade, 
incialmente, foi realizado um polimento em suspensão de alumina (1:5 de 
alumina:água) utilizando uma flanela como base para fricção. O procedimento foi 
realizado até a superfície do eletrodo se tornasse espelhada. Além disso, entre cada 
troca de alumina, o eletrodo era sistematicamente lavado com água milli-Q.  
A eficiência da limpeza foi checada em voltamogramas cíclicos obtidos em 
solução de H2SO4 0,5 mol L-1, velocidade de varredura (v) de 50 mV s-1 no intervalo 
de potencial (∆E) de -0.1 a 1.5 V vs Ag/AgCl. O perfil voltamétrico obtido da 
superfície de ouro limpa é mostrado na Figura 12. As correntes de pico anódica (Ia) 
Ácido 3-mercaptopropiônico 
(3-MPA) 
Ácido 11-mercaptoundecanóico 
(11-MUA) 
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e catódica (Ic) observadas em aproximadamente 1.27 e 0.9 V, são características da 
oxidação do ouro a óxidos de ouro e redução dos óxidos a ouro elementar, 
respectivamente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 12: Voltamograma cíclico típico obtido para superfície de ouro não modificada em solução 
0.5 mol L-1 de H2SO4, v de 50mV s-1, ∆E, de - 0.1 a 1.5 V vs Ag/AgCl. 
 
 
4.5 Construção do Imunosensor Fundamentado em SPR 
 
 
4.5.1 Modificação dos Substratos de SPR com SAMs Mistas 
 
 
 A partir da definição da composição da SAM Mista e caracterização da 
mesma na superfície do eletrodo de ouro, foi conduzida a formação dessa 
plataforma em discos de ouro utilizados como substratos para as análises de SPR. 
Para tanto, foi feita uma limpeza inicial do disco através da imersão em solução 
“piranha” (1:3 v/v de H2O2 30% e H2SO4conc.) por 3 minutos, seguida por lavagem 
exaustiva do mesmo com água milli-Q. 
 Na sequência, os discos foram imersos em solução etanólica contendo os 
alcanotiós 11-MUA e 3-MPA, nas concentrações previamente estabelecidas, durante 
24 horas. Ao fim deste período, foi realizada lavagem do sistema com etanol. 
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4.5.2 Ativação dos Grupos Terminais das SAMs Mistas 
 
 
A ativação dos grupamentos carboxílicos presentes nas terminações das 
SAMs mistas foi realizada a partir da injeção de 200 µL de uma mistura aquosa 
contendo 20 µL de EDC (100 mmol L-1) e 20 µL de NHS (150 mmol L-1) durante 15 
minutos sob a superfície (JONHSSON et al., 1991). 
 
 
4.5.3 Adição do Antígeno Solúvel de T. cruzi sobre o Disco Sensor 
 
 
A adição do antígeno de T. cruzi foi monitorada em tempo real via 
deslocamento do ângulo de SPR em função do tempo. Para isso, após a ativação da 
superfície, o disco sensor foi acoplado ao prisma de vidro, componente do sistema 
óptico do espectrômetro de SPR, por meio de uma mistura de óleos com índice de 
refração final de 1.5180 ± 0.0002. A principal finalidade de utilização destes óleos é 
fixar o disco e manter o mesmo índice de refração do prisma, impedindo assim a 
formação de um novo meio, quando sobre este é adicionado o disco de ouro.  
As medidas foram iniciadas a partir da adição de 100 µL de tampão HBS-EP 
pH 7.4 para obtenção de uma linha de base. Na sequência foram injetados sobre a 
superfície 100 µL do antígeno diluído no mesmo tampão em diferentes 
concentrações (5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 e 100 µg mL-1) e o perfil da resposta foi 
acompanhado durante 20 minutos. Por fim, a superfície foi lavada com 200 µL de 
tampão HBS-EP pH 7.4 para a remoção de espécies fracamente ligadas. 
A fim de certificar a maior eficiência de imobilização esperada para as SAMs 
mista, também foi realizada a imobilização da solução antigênica de T. cruzi nas 
SAMs formadas a partir dos alcanotióis isolados (3-MPA e 11-MUA). 
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4.5.4 Caracterização Eletroquímica do Imunosensor 
 
 
Após construção do imunosensor e definição da concentração da solução 
antigênica a ser adotada, o próximo passo foi a caracterização eletroquímica da 
superfície sensora, visando um estudo detalhado da imobilização desses antígenos 
sobre o disco sensor.  
Para a caracterização, os passos descritos entre os itens 4.5.1 e 4.5.3 foram 
repetidos em um eletrodo de ouro e as técnicas de voltametria cíclica (VC) e 
espectroscopia de impedância eletroquímica (EIE) foram aplicadas. Os 
voltamogramas cíclicos foram obtidos no programa GPES (versão 4.9), a partir de 
uma solução aquosa contendo a sonda redox hexacianoferrato de potássio - 
K3[Fe(CN)6] - a 1.0 mmol L-1, na presença de 0.1 mol L-1 de solução de KCl a uma 
velocidade de 20 mV s-1. 
Já os estudos de EIE foram conduzidos em solução aquosa contendo 
K3[Fe(CN)6] (1.0 mmol.L-1) em KCl (0.1 mol.L-1). Neste meio foi utilizado o potencial 
aplicado (valor obtido através da medida média das Ia e Ic obtidas pelos 
voltamogramas cíclicos referentes ao processo redox da sonda no eletrodo), a 
amplitude foi de 10 mV, a faixa de frequência utilizada foi 0.1 a 105 Hz, e, os dados 
foram obtidos através do software FRA (versão 4.9). 
 
 
4.6 Soros Humanos Utilizados no Estudo 
 
 
Os soros humanos naturalmente infectados pelo T. cruzi, bem como os soros 
de indivíduos não infectados utilizados nesse estudo foram obtidas de pacientes 
oriundos de Berilo, Minas Gerais, uma importante região endêmica para a doença de 
Chagas no Brasil, depositados no banco de soros do Laboratório de Doença de 
Chagas da UFOP. A coleta de tais espécimes clínicos foi aprovada pelo comitê de 
ética em pesquisa com seres humanos do Centro de Pesquisas René Rachou, sob 
registro com número de processo 007/2002 (ANEXO A). Os soros de indivíduos 
portadores de outras infecções foram obtidos junto ao Laboratório de Doenças 
Parasitárias da Fundação Ezequiel Dias (FUNED) e ao Laboratório de 
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Biomarcadores de Diagnóstico e Monitoração do Centro de Pesquisas René Rachou 
(FIOCRUZ-Minas). Todos os soros utilizados apresentam confirmação laboratorial 
por pelo menos duas metodologias sorológicas convencionais (ELISA, HAI ou RIFI).  
 
 
4.7 Imunoensaio Fundamentado em SPR para Detecção de Anticorpos anti-T. 
cruzi 
 
 
A avaliação inicial da interação entre os antígenos brutos de T. cruzi 
imobilizados na superfície do imunosensor e anticorpos anti-T. cruzi foi realizada 
empregando soros humanos divididos em dois pools: um pool positivo, constituído 
por 10 soros de indivíduos portadores de infecções crônicas pelo T. cruzi e oriundos 
de área endêmica, e um pool negativo, formado por 10 soros de indivíduos não 
infectados pelo parasito. Nesta etapa foi realizada uma titulação do soro, com 
objetivo de definir preliminarmente a capacidade de detecção do método proposto e 
a melhor diluição do soro capaz de discriminar os grupos positivos dos negativos. A 
resposta do pool de soros positivos também foi avaliada utilizando discos 
modificados apenas com 11-MUA e 3-MPA, contendo antígenos imobilizados.  
Cada pool foi utilizado nas mesmas diluições seriadas empregadas no ELISA: 
1:40 até 1:81920. Para cada fator de diluição foi injetado 100 µL de amostra na 
superfície do imunosensor e após um período de interação de 20 minutos, o sistema 
foi lavado com tampão HBS-EP pH 7.4 por três minutos para remoção de espécies 
fracamente ligadas. A intensidade das respostas obtidas para adição dos soros em 
cada fator de diluição foi avaliada através de sensogramas obtidos pela variação do 
ângulo de SPR (∆θSPR) em função do tempo de interação. 
Além disso, para incrementar o desempenho do imunosensor desenvolvido, 
alguns parâmetros operacionais foram avaliados, tais como: o tempo de imobilização 
do antígeno, agentes bloqueadores de ligações inespecíficas, o tempo de avaliação 
da interação antígeno-anticorpo, a concentração do antígeno utilizada e a 
capacidade de regeneração da superfície sensora. 
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4.7.1 Tempo de Imobilização do Antígeno 
 
 
 Para avaliar a influência do tempo de imobilização do antígeno na resposta 
fornecida pelo imunosensor, a solução antigênica na concentração de 50 µg mL-1 foi 
deixada em contato com a superfície do disco de ouro por tempos distintos: 15, 30, 
60, 120 minutos e overnight (aproximadamente 12 horas). Posteriormente, 100 µL 
do pool de soros negativos e positivos na diluição de 1:80 foram injetados nas 
superfícies sensoras submetidas a diferentes tempos de imobilização. A variação do 
ângulo de SPR para cada análise foi obtida em triplicata após 20 minutos e lavagem 
do sistema com tampão. 
 
 
4.7.2 Agentes Bloqueadores de Ligações Inespecíficas 
 
 
 A fim de minimizar a formação de ligações inespecíficas entre a superfície do 
imunosensor e proteínas inespecíficas presentes no soro, dois agentes amplamente 
utilizados na literatura para essa finalidade foram testados: etanolamina (TREVIÑO 
et al., 2009; SOUTO et al., 2013) e soroalbumina bovina - BSA (CHEN et al., 2011; 
DAWAN et al., 2011). Desse modo, foi realizada uma nova titulação do pool de soros 
positivos e negativos nas mesmas diluições do ELISA (1:40 até 1:81920) 
empregando uma  etapa intermediária de bloqueio por estas substâncias. 
Após a etapa de imobilização do antígeno e antes da adição dos soros testes, 
100 µL de BSA (1.0%) foram injetados no sensor durante 10 minutos, seguido da 
lavagem da superfície com tampão HBP-ES pH 7.4. Posteriormente esta etapa foi 
realizada com a adição de etanolamina (0.1 mol L-1) até a obtenção de sensogramas 
para cada diluição do soro. 
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4.7.3 Tempo de Avaliação da Interação Antígeno-Anticorpo 
 
 
Inicialmente, a interação entre os antígenos brutos do parasito imobilizados 
na superfície do imunosensor e os anticorpos presentes nos pools de soros foi 
avaliada durante 20 minutos. Entretanto, após ter sido definido o melhor agente 
bloqueador de sítios inespecíficos, foi verificado a possibilidade de redução deste 
tempo. Para tanto, a linearidade encontrada entre a variação de ângulo de SPR 
(∆θSPR) e as distintas diluições detectáveis do pool de soros positivos foi verificada 
em diferentes tempos de interação (5, 10, 15 e 20 minutos). 
 
 
4.7.4 Concentração do Antígeno  
 
 
 No intuito de reduzir a concentração de antígeno de T. cruzi empregada na 
construção do imunosensor e, concomitantemente, garantir a manutenção da 
resposta fornecida pelo mesmo, foi conduzido um teste fixando a diluição do soro e 
variando a concentração das soluções antigênicas. 
 Para tanto, sobre diferentes discos de ouro contendo as SAMs mistas eleitas, 
foram imobilizados antígenos brutos de T. cruzi nas concentrações de 5, 10, 20, 30, 
40, 50, 60 e 100 µg mL-1. Posteriormente, o disco foi acoplado ao espectrômetro de 
SPR, e conduziu-se a injeção do pool de soros positivo e negativo em diluição 
fixada. Após 20 minutos de interação, o valor do deslocamento do ângulo de SPR foi 
obtido em triplicata para cada uma das condições experimentais. 
 
 
4.7.5 Regeneração do imunosensor 
 
 
A construção do imunosensor através da técnica de SPR apresenta a 
possibilidade de regeneração da superfície sensora após várias etapas de interação 
antígeno-anticorpo, o que reduz significativamente o custo das mesmas, uma vez 
que possibilita a realização de inúmeras análises no mesmo ponto do sensor em um 
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pequeno intervalo de tempo. Para testar a capacidade de regeneração do 
imunosensor foram injetadas sobre a superfície algumas soluções descritas com 
capacidade de promover a dissociação das biomoléculas, incluindo SDS 1.0% 
(DUTRA et al., 2007; WU et al., 2013), HCl 0.1 M (MAURIZ et al., 2006), HCl 1.0 M 
(TREVIÑO et al., 2009) e NaOH 50 mmol L-1 (YU et al, 2005).  
Neste sentido, após a adição do agente bloqueador de sítios inespecíficos, 
100 µL do pool de soros positivos em diluição fixa foram adicionados ao 
imunosensor e a variação do ângulo de SPR foi monitorada durante 20 minutos, 
seguido de lavagem com tampão. Na sequência, foi adicionado durante dois 
minutos, 50 µL do composto capaz de remover os anticorpos ligados aos antígenos 
imobilizados.  
Para avaliar a manutenção da resposta do imunosensor, foram realizadas 
novas injeções do soro na mesma diluição e a etapa de regeneração foi conduzida 
até que a variação dos valores de ∆θSPR entre as análises não variasse 
significativamente. Para cada substância testada foi calculado o desvio padrão 
relativo entre as medidas obtidas. 
 
 
4.8 ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) 
 
 
 A capacidade de detecção do imunosensor desenvolvido foi comparada com 
a obtida pelo ELISA. Para tanto, os mesmos pools de soros utilizados nas 
avaliações iniciais foram também titulados pelo ELISA. É importante ressalvar que 
as análises foram carreadas nas mesmas diluições e empregando a mesma solução 
antigênica. Todos os soros utilizados também na etapa de avaliação do imunoensaio 
(item 4.9) também foram submetidos ao ELISA, conforme metodologia descrita a 
seguir. 
 O imunoensaio enzimático foi realizado segundo metodologia proposta por 
Voller et al. (1975). Para tanto, foram utilizados os pools de soros positivo e negativo 
diluído doze vezes a partir da diluição de 1:40, antígeno solúvel de T. cruzi na 
concentração de 2.5 µg mL-1 e conjugado anti-IgG humana marcado com a enzima 
peroxidase na diluição 1:7500. A reação foi conduzida em uma placa de poliestireno 
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de 96 poços e fundo chato, que foi sensibilizada com 100 µL de solução antigênica, 
seguida de incubação overnight a 4°C. 
Após o tempo de incubação, o excesso de solução antigênica foi desprezado 
e a placa foi lavada quatro vezes com solução de lavagem (Polisorbato 0.05% em 
tampão fosfato-salino - PBS). Na sequência, foi conduzida uma etapa de bloqueio 
através da adição de 100 µL/poço de solução de soro fetal bovino e incubação a 
37°C por 30 minutos. Posteriormente, foi efetivada a lavagem quádrupla do sistema. 
 A placa foi, então, incubada por 45 minutos, a 37°C, com 100 µL/poço das 
amostras de soros diluídas. Na próxima etapa, ela foi lavada quatro vezes e 
novamente incubada com o conjugado anti-IgG humano. Após isso, repetiu-se a 
lavagem mais quatro vezes e foi adicionado à placa 100 µL/poço do substrato da 
enzima, composto por 3 mg de orto-fenil-diamino (OPD), 3 µL de H2O2 vol. 30 e 15 
mL de tampão citrato-fosfato. A reação ocorreu a 37°C, durante 15 minutos, e foi 
interrompida através da adição de 32 µL/poço de H2SO4 a 2.5 mol L-1. 
 Por fim, a leitura dos resultados foi feita em um leitor de ELISA (Bio-Rad 680 - 
Microplate Manager 5.1) com filtro de 490 nm. O ponto de corte (cut-off) adotado 
para a reação foi determinado a partir da média das absorbâncias de 10 soros-
controle negativos somado a dois desvios padrão.  
 
 
4.9 Avaliação do Desempenho do Imunoensaio Proposto para o Diagnóstico 
Sorológico da Doença de Chagas 
 
 
Após a construção do imunosensor e determinação das melhores condições 
para realização do imunoensaio, foi realizada uma investigação preliminar para 
avaliar o seu desempenho para aplicação no sorodiagnóstico da doença de Chagas.  
A avaliação foi conduzida a partir da análise individual de 99 soros de 
pacientes infectados pelo T. cruzi provenientes de área endêmica, paralelamente a 
30 soros de indivíduos não infectados e 42 soros de pacientes com outras infecções, 
tais como pelo vírus linfotrópico da célula humana - HTLV (n=8), leishmaniose 
visceral (n=7), leishmaniose tegumentar americana (n=6), toxoplasmose na fase 
aguda (n=6) e na fase crônica (n=6), hepatite B (n=4) e síndrome da 
imunodeficiência adquirida - AIDS (n=5).  
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Entretanto, primeiramente foi necessário determinar os critérios 
metodológicos (diluição de trabalho e ponto de corte) para a interpretação dos 
resultados obtidos neste imunoensaio. 
 
 
4.9.1 Determinação dos Critérios Metodológicos para o Imunosensaio 
 
 
O ponto de corte ou cut-off de um imunoensaio refere-se a um valor, em uma 
determinada diluição do soro, que permite transformar uma variável contínua, 
produto da aplicação do teste, em uma variável dicotômica, que defina 
qualitativamente o resultado do mesmo como positivo ou negativo. A definição desse 
parâmetro constitui uma etapa fundamental para a determinação dos valores de 
sensibilidade e especificidade de uma metodologia. 
A determinação do ponto de corte pode ser feita por diversas maneiras, 
entretanto, é sempre necessário considerar a finalidade do teste através de um 
balanço entre a sensibilidade e especificidade. É importante destacar que a 
sensibilidade de um teste sorológico é definida pela porcentagem de resultados 
positivos pelo teste na população de doentes, isto é, a proporção de resultados 
verdadeiros positivos. Já a especificidade refere-se à porcentagem de resultados 
negativos pelo teste nos indivíduos não doentes, ou seja, a proporção dos 
verdadeiros negativos (FERREIRA; ÁVILA, 2001). 
 Para o presente estudo, o ponto de corte foi definido através da construção da 
curva ROC (do inglês, receiver operating characteristic) no programa estatístico 
MedCalc Satistical (versão 13.0). Para essa finalidade, foram utilizados 37 soros 
oriundos de indivíduos de área-endêmica infectados pelo T. cruzi (positivos) e 20 
soros de indivíduos não infectados (negativos). Os soros positivos apresentavam 
diferentes índices de reatividade (IR) frente ao ELISA, sendo 12 soros de alta 
reatividade (2.9 < IR < 3.5), 13 soros de reatividade média (2.0 < IR < 2.2) e 12 de 
baixa reatividade (1.2 < IR < 1.3). Cabe ressaltar que o IR é determinado a partir da 
razão entre o valor de absorbância obtido e o ponto de corte adotado para a reação. 
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4.9.2 Curva ROC (receiver operating characteristic) 
 
 
A curva ROC é uma ferramenta estatística relevante na descrição da 
habilidade de uma variável categórica ordinal ou contínua em classificar materiais ou 
indivíduos em dois grupos (MARTINEZ et al., 2003). No âmbito dos testes 
diagnósticos, ela representa as relações entre sensibilidade e especificidade de um 
teste quantitativo ao longo de um contínuo de valores de pontos de corte. As 
análises baseadas na curva permitem determinar a habilidade de um teste em 
discriminar populações doentes das não doentes (METZ, 1978; ZWEIG & 
CAMPBELL, 1993) e comparar o desempenho entre diferentes metodologias 
(GRINER et al., 1981). 
Para a obtenção de uma curva ROC, é necessário traçar um diagrama que 
relacione a sensibilidade no eixo y, com a taxa de falsos positivos (1-especificidade) 
no eixo x, para diferentes valores de cut-off possíveis do teste e, por fim, ligar os 
pontos com uma linha reta. Cada ponto da curva ROC associa-se a um valor 
particular das coordenadas sensibilidade e 1-especificidade em pontos de corte 
distintos, o que determina, após a ligação dos pontos, a área sobre a curva (ASC) - 
parâmetro que se correlaciona diretamente com o desempenho do teste avaliado.  
Desse modo, considerando o valor da ASC, Swets (1998) propôs a seguinte 
classificação de acurácia para um teste: sem valor (ASC = 0.5), baixa acurácia (0.5 < 
ASC < 0.7), moderada acurácia (0.7 < ASC < 0.9), elevada acurácia (0.9 < ASC < 
0.1) e teste perfeito (ASC = 1.0). Além disso, segundo Browner et al. (1998) e Sacket 
et al. (1991), o valor correspondente ao ponto mais próximo do ângulo superior 
esquerdo da curva, refere-se ao ponto de corte em que se obtém um menor número 
de resultados falso-positivos e negativos e, consequentemente, uma melhor 
concordância entre sensibilidade e especificidade. 
 
 
4.9.3 Índices de desempenho 
 
 
A avaliação do desempenho do imunosensor no sorodiagnóstico da doença 
de Chagas foi conduzida com base em índices de validade expressos em 
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porcentagem e em chances, determinados a partir da classificação dos resultados 
obtidos em quatro possibilidades de acordo com a presença (grupo Is) ou ausência 
de infecção (grupo NI) pelo T. cruzi. As possibilidades estão sumariadas na Tabela 1 
e foram definidas da seguinte forma: “verdadeiro-positivo” (VPos) - infecção presente 
e positividade no teste, “falso-positivo” (FPos) - infecção ausente e positividade no 
teste, “falso-negativo” (FNeg) – infecção presente e negatividade no teste e 
“verdadeiro-negativo” (VNeg) – infecção ausente e negatividade no teste. 
 Com base nesses fundamentos, tabelas de dupla entrada similares foram 
preenchidas com o modelo da Tabela 1 de acordo com as ocorrências obtidas em 
cada uma das categorias (a,b,c,d). A partir disso, foram determinados, utilizando o 
programa estatístico MedCalc Satistical (versão 13.0), os seguintes índices de 
desempenho de metodologias expressos em porcentagem: sensibilidade, 
especificidade, valor preditivo negativo, valor preditivo positivo, acurácia e índice J 
de Youden (YOUDEN, 1950).   
 
 
TABELA 1: Categorias de resultados do teste diagnóstico em uma população que inclui indivíduos 
infectados e indivíduos não infectados com Trypanosoma cruzi. 
 
DOENÇA DE CHAGAS 
 
 
 
TOTAL Infecção presente 
(INF) 
Infecção Ausente 
(NIF) 
Teste positivo Verdadeiro-positivos (a) Falso-positivos  
(b) 
(a+b) 
Teste negativo Falso-negativos 
(c) 
Verdadeiro-negativos (d) (c+d) 
TOTAL (a+c) (b+d) (a+b+c+d) 
 
 
A sensibilidade é determinada pela relação a/(a+c), o que representa a 
proporção de indivíduos portadores da doença de Chagas, nos quais o teste foi 
positivo. Por outro lado, a especificidade é calculada pela relação d/(b+d) e 
relaciona-se com a proporção de indivíduos não infectados, nos quais o teste foi 
negativo. Esses dois índices refletem o desempenho da metodologia proposta - no 
caso, imunsensor fundamentado em SPR - quando comparada a um teste tido como 
referência – ELISA (FERREIRA & ÁVILA, 2001). 
O valor preditivo de um resultado positivo (VPP) e o valor preditivo de um 
resultado negativo (VPN) é determinado, respectivamente, pelas relações a/(a+b) e 
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d/(c+d). O VPP reflete a proporção de indivíduos que apresentam a doença de 
Chagas entre os resultados positivos obtidos no novo teste proposto, desse modo, 
refere-se à probabilidade da doença quando o resultado do teste é positivo. Já o 
VPN traduz a proporção de indivíduos não doentes entre os resultados negativos do 
teste, portanto, refere-se à probabilidade de não ocorrência da doença quando o 
teste apresenta resultado negativo (FERREIRA & ÁVILA, 2001). 
A fim de se conhecer a contribuição do método na confirmação ou exclusão 
do diagnóstico da doença de Chagas, os valores preditivos foram determinados 
considerando-se a prevalência artificial e a prevalência da doença no município de 
Berilo-MG entre 1975 e 1980, período de realização do último grande inquérito 
sorológico na região (CAMARGO et al., 1984). Assim, para este cálculo, foi 
empregado o Teorema de Bayes, que é definido por: VPP = Sensibilidade x 
Prevalência/(Sensibilidade x Prevalência) + (1-Especificidade) x (1- Prevalência); 
VPN = Especificidade x (1 – Prevalência)/Especificidade x (1 – Prevalência) + (1-
Sensibilidade) x (Prevalência) (VECCHIO, 1966). 
A acurácia, determinada pela curva ROC, indica a proporção de todos os 
resultados corretos do teste, isto é, os VPos e os VNeg. Desse modo, ela constitui 
um indicador do valor global do teste que, entretanto, pode estar superestimado 
caso tais valores estejam elevados. Assim sendo, também foi determinado o índice J 
de Youden, que é definido pela razão (ab) - (bc) / (a+b) (c+d), onde é dado pesos 
iguais aos resultados corretos (VPos e VNeg) e incorretos do teste (FPos e FNeg). 
(YOUDEN, 1950). 
Os índices descritos acima determinados por esse estudo, foram expressos 
juntamente com os respectivos intervalos de confiança a 95% (IC95%), calculados no 
programa MedCalc (versão 13.0) por meio do método exato binomial. 
Já em relação aos índices de desempenho da metodologia expressos em 
chance, foram determinadas as razões de verossimilhança (RVs) para diferentes 
resultados. A razão de verossimilhança negativa (RVNeg) é calculada pela relação 
(1 - sensibilidade) / especificidade, o que expressa quantas vezes mais é provável 
encontrar um resultado negativo em indivíduos doentes quando comparado com os 
não doentes. Segundo a literatura, valores de RVNeg abaixo de 0.1 praticamente 
confirmam a ausência de doença (JAESCHKE et al., 1994).  
Por outro lado, a razão de verossimilhança positiva (RVPos) pode ser 
determinada por sensibilidade / (1 - especificidade), o que está relacionado com 
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quantas vezes mais é provável encontrar um resultado positivo em pessoas doentes 
quando comparado com as não doentes. Do mesmo modo, valores de RVPos acima 
de 10 praticamente confirmam a presença de doença (JAESCHKE et al., 1994).  
 
 
4.9.4 Índice Kappa 
 
 
Com o objetivo de estimar a concordância entre a positividade e a 
negatividade obtidas pelo imunosensor desenvolvido e pelo ELISA, teste adotado 
como referência e realizado conforme descrito no item 4.10, foi determinado o índice 
Kappa. Os valores da estatística “K” variam de 0 a 1, sendo que “0” representa não 
haver concordância além do puro acaso, e “1” representa a concordância perfeita. 
As faixas de valores intermediários úteis na interpretação dos resultados estão 
relacionadas na Tabela 2 (LANDIS & KOCH, 1977). 
 
 
TABELA 2: Classificação do índice Kappa. 
Valor de Kappa Concordância 
0.00 
0.00 - 0.20 
0.21 - 0.40 
0.41 - 0.60 
0.61 - 0.80 
0.81 – 0.99 
1.00 
Ruim 
Fraca 
Sofrível 
Regular 
Boa 
Ótima 
Perfeita 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 
No intuito de assegurar uma melhor compreensão do presente trabalho, os 
resultados correspondentes às etapas de desenvolvimento e avaliação do 
imunosensor foram aqui sequencialmente apresentados e discutidos. Inicialmente 
estão descritos os dados relativos à construção e caracterização eletroquímica do 
imunosensor, seguidos pela padronização do imunoensaio e, por fim, a 
determinação de uma estratégia analítica adotada para uma avaliação preliminar do 
dispositivo desenvolvido como uma potencial ferramenta para o diagnóstico 
sorológico da doença de Chagas. 
 
 
5.1 Formação, Seleção e Caracterização das Monocamadas Auto-Organizadas 
(SAMs) em Superfície de Ouro 
 
 
A fim de definir a composição final da SAM mista a ser utilizada nesse estudo, 
inicialmente, foram construídas sobre eletrodo de ouro, SAMs a partir de cada 
alcanotiol (11-MUA e 3-MPA) individualmente e em diferentes concentrações (0.1, 
1.0 e 10.0 mmol L-1). Para cada concentração dos organizados moleculares 
adsorvidos em ouro foi realizada a caracterização através da voltametria cíclica (VC) 
e redução dessortiva por VPD para determinação da cobertura de superfície total (г) 
do eletrodo. 
A voltametria cíclica tem sido amplamente utilizada para caracterizar a 
formação de SAMs em superfícies metálicas (FONSECA et al., 2011) e, segundo 
Chidsey et al. (1990), a avaliação de processos redox de sondas eletroquímicas, 
como o hexacianoferrato de potássio - K3[Fe(CN)6],  representa uma importante 
ferramenta eletroquímica para o monitoramento da modificação de superfícies 
metálicas através de SAMs formadas a partir de moléculas com cadeias carbônicas 
hidrofóbicas. Desse modo, o comportamento do K3[Fe(CN)6] frente às modificações 
foi avaliado e será aqui descrito 
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Assim, foram obtidos voltamogramas cíclicos para o eletrodo de ouro não 
modificado e modificado com 11-MUA (FIGURA 13a) e 3-MPA (FIGURA 13b) nas 
três concentrações testadas, após um tempo de adsorção de 24 horas e na 
presença de K3[Fe(CN)6] em KCl 0.1 mol L-1 (FIGURA 13a e 13b). As curvas em azul 
referem-se ao comportamento redox da sonda em eletrodo não modificado, onde é 
possível observar um par redox bastante característico nos potenciais elétricos de 
0.27 e 0.20 V vs. Ag/AgCl, respectivamente.  
Na Figura 13a, os demais voltamogramas demonstram que a modificação 
com 11-MUA em todas as concentrações acarreta uma total isenção da ocorrência 
de processos faradaicos no sistema, uma vez que houve total bloqueio da 
transferência eletrônica entre a sonda e o substrato metálico. Segundo Fujihira et al.  
(2007), SAMs formadas por alcanotióis de cadeias mais longas contendo dez ou 
mais átomos de carbono, como o 11-MUA, favorecem a separação de cargas na 
dupla camada elétrica, o que resulta em grande redução da capacitância da 
interface eletrodo/SAM/eletrólito. Além disso, as espécies eletroativas em solução 
ficam mais distantes da superfície do eletrodo, o que reduz a velocidade de 
transferência eletrônica quando comparada com a superfície não modificada. Assim, 
as modificações com 11-MUA caracterizam a formação de uma SAM extremamente 
compacta e com um bloqueio eficiente da superfície metálica amplamente descrito 
na literatura (MENDES et al., 2004; CAMPUZANO et al., 2006; KHUMBOT et al., 
2010; CANCINO & MACHADO, 2012). 
Inversamente, na Figura 13b é perceptível que SAMs mais curtas permitem a 
ocorrência de um processo de transferência eletrônica entre K3[Fe(CN)6] e o metal, o 
que pode ser comprovado pelo fato de que, quando o eletrodo foi modificado com 3-
MPA, em qualquer uma das três concentrações, houve menor inibição do 
comportamento eletroativo da sonda. Provavelmente, nesses casos, o processo 
redox da sonda ocorreu por efeito de tunelamento quântico de elétrons entre a 
cadeia carbônica dos alcanotióis até a superfície do eletrodo, efeito esse que as 
SAMs formadas por alcanotióis de cadeias curtas não conseguem evitar (ADAMS et 
al., 2003; CANCINO & MACHADO, 2012). 
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FIGURA 13: Voltamogramas cíclicos obtidos para avaliar o comportamento eletroativo da sonda 
hexacianoferrato de potássio em eletrodos de ouro não modificado e modificados com diferentes 
concentrações (0.1, 1.0 e 10.0 mmol L-1) de 11-MUA (a) e 3-MPA (b) após tempo de interação de 24 
horas. Os voltamogramas foram obtidos em 1.0 mmol L-1 de K3[Fe(CN)6] em KCl (0.1 mol L-1),  v de 
20 mV s-1 e ∆E de 0 a  0.5V vs Ag/AgCl.  
 
 
Segundo Walczak et al. (1991), os alcanotióis podem ser eletroquimicamente 
dessorvidos da superfície de ouro e outros metais quando são aplicados potenciais 
suficientemente negativos. Os autores demonstraram que em solução alcalina (pH > 
11) pode ocorrer a oxidação ou redução dessortivas. No processo oxidativo há perda 
de três elétrons e no redutivo ganho de um elétron, conforme mostram as seguintes 
equações: 
 
AuS(CH2)nCH3 + 2H20 → Au(0) + CH3(CH2)nSO-2 + 4H+ + 3e- (5) 
a) 
b) 
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AuS(CH2)nCH3 + e- → Au(0) + CH3(CH2)nS- 
 
Essas reações referem-se à adsorção do mercaptotiol em superfície de ouro com 
perda de um átomo de hidrogênio do tiol e formação de ouro alcanotiolado. 
Entretanto, em ambos os casos de dessorção, os tióis e a superfície do metal ficam 
solvatados, de modo que os tióis se difundem e distanciam-se da superfície do 
eletrodo. 
Além disso, também foi verificado que a equação 7 serve como base para 
determinação da г de alcanotióis em superfícies de ouro, uma vez que em um 
voltamograma de pulso diferencial, a corrente de pico catódica (Ic) observada em 
aproximadamente -1.1V é fruto da redução via um elétron. Dessa forma, 
experimentalmente, os pesquisadores propuseram que a г pode ser calculada como:  
 
г = 	 ./01 
 
Onde Q corresponde à carga associada com a redução das espécies na superfície 
do eletrodo de ouro, que pode ser determinada através da integral da curva i vs E;  n 
é o número de elétrons envolvidos na reação; F é a constante de Faraday (96.485,4 
C mol−1) e A é a área geométrica do eletrodo. Com isso, a Ic observada pela RD 
constitui um excelente indicativo da quantidade de moléculas de alcanotióis que 
foram adsorvidos na superfície de um eletrodo metálico.  
A Figura 14 apresenta os voltamogramas de pulso diferencial obtidos para 
cada concentração de 11-MUA utilizada na modificação do eletrodo de ouro. A curva 
referente ao eletrodo não modificado foi obtida em solução desaerada contendo 0.5 
mol L-1 KOH e, não apresenta nenhum fenômeno de dessorção associado. Já as 
curvas seguintes representam a modificação da superfície de ouro através da 
adsorção de 0.1, 1.0, 10.0 mmol L-1 de 11-MUA após um tempo de interação de 24 
horas. Nestes voltamogramas é possível observar as intensidades de correntes 
catódicas características da dessorção dos tióis entre 1.05 e 1.08 V vs. Ag/AgCl. 
 
 
 
(6) 
(6) 
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FIGURA 14: Redução dessortiva através da técnica de voltametria de pulso diferencial realizada em 
eletrodo não modificado e modificado com 11-MUA em diferentes concentrações: 0.1, 1.0 e 10.0 
mmol L-1 após tempo de interação de 24 horas. Todos os voltamogramas foram obtidos em solução 
aquosa contendo 0.5 mol L-1 de KOH, v de 20 mV s-1 e ∆E de 0.1 a -1.3V vs Ag/AgCl. Previamente a 
realização das medidas a solução aquosa de KOH fora desaerada com gás nitrogênio durante 
aproximadamente 10 minutos. 
 
 
A partir da intensidade de Ic obtida para cada modificação, foi possível 
determinar a cobertura de superfície alcançada em cada concentração do tiol, 
utilizando a equação 6. Como mostrado na Tabela 3, a solução de 11-MUA a 1.0 
mmol L-1 foi a que apresentou o maior valor de г (5.35 x 10-11 mol cm-2), o que 
permite inferir que nessa condição, o tiol foi mais intensamente adsorvido na 
superfície do eletrodo. Em menores concentrações (0.1 mmol L-1), provavelmente, 
houve uma formação incompleta da monocamada em decorrência da menor 
disponibilidade de moléculas para ligação, o que justifica o menor valor de г 
detectado (4.34 x 10-11 mol cm-2). Por outro lado, na concentração de 10.0 mmol L-1, 
a maior disponibilidade de moléculas pode ter propiciado a formação de ligações 
dissulfeto entre os próprios tióis, o que diminuiu a interação dos átomos de enxofre 
com os átomos de ouro e, consequentemente, reduziu a quantidade de moléculas 
imobilizadas no eletrodo (г = 4.34 x 10-11 mol cm-2). 
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TABELA 3: Valores de intensidade de corrente catódica (Ic) quantidade de carga (Q) e cobertura de 
superfície (г) obtidos para eletrodos de ouro modificados com diferentes concentrações de 11-MUA 
(0.1, 1.0 e 10.0 mmol L-1), em 0.5 mol L-1 de KOH e após tempo de interação de 24 horas. Os 
voltamogramas foram obtidos a uma velocidade de 20 mV s-1. 
 
 
Em relação à modificação com o 3-MPA, os resultados foram análogos aos 
encontrados para 11-MUA, onde a concentração de 1.0 mmol L-1 também 
apresentou o maior valor de Ic e г, provavelmente, devido aos mesmos fatores 
discutidos anteriormente (TABELA 4).  
 
 
TABELA 4: Valores de intensidade de corrente catódica (Ic), carga associada com a redução de 
espécies na superfície (Q) e cobertura de superfície (г) encontrados para eletrodos de ouro 
modificados com diferentes concentrações de 3-MPA (0.1, 1.0 e 10.0 mmol L-1) em 0.5 mol L-1 de 
KOH após tempo de interação de 24 horas.  
 
 
O estudo de RD por VPD e determinação da г permitiu evidenciar que a 
aplicação de um potencial negativo promoveu maiores dessorções das SAMs de 11-
MUA e 3-MPA nas concentrações de 1.0 mmol L-1, o que, consequentemente, 
determina maiores valores coberturas de superfície do eletrodo. Tais resultados 
evidenciam que nessas concentrações os tióis foram mais intensamente adsorvidos 
na superfície do eletrodo e, portanto, foram escolhidas para utilização nas etapas 
seguintes. Frasconi et al. (2009) e Kumbhat et al. (2010) também utilizaram o 11-
MUA na concentração de 1.0 mmol L-1 para compor as SAMs utilizadas no 
desenvolvimento de imunosensores para detecção de cortisona e cortisol em 
amostras de saliva e urina e, para o sorodiagnóstico da Dengue, respectivamente. 
Já o 3-MPA na mesma concentração foi utilizado por Pedrosa et al. (2006) e Justino 
[11-MUA] (mmol L-1) Ic (A) Q (c) г (mol cm-2) 
0.1 2.78 x 10-6 2.33 x 10-7 3.42 x 10-11 
1.0 3.64 x 10-6 3.65 x 10-7 5.35 x 10-11 
10.0 3.14 x 10-6 2.96 x 10-7 4.34 x 10-11 
[11-MPA] (mmol L-1) Ic (A) Q (c) г  (mol cm-2) 
0.1 7.10 x 10-7 7.10 x 10-8 1.04 x 10-11 
1.0 3.09 x 10-6 5.41 X 10-7 7.94 x 10-11 
10.0 1.67 x 10-7 1.17 x 10-8 1.72 x 10-12 
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et al. (2014) para construção de plataformas sensoras na detecção de paracetamol e 
anticorpos anti-L. infantum. 
Uma vez definidas as concentrações de cada alcanotiol, cinco misturas de 11-
MUA:3-MPA foram testadas nas proporções de 10:1 (SAM mista 10:1), 10:3 (SAM 
mista 10:3), 1:1 (SAM mista 1:1), 3:10 (SAM mista 3:10) e 1:10 (SAM mista 1:10) 
para a obtenção de SAMs mistas. Cada um desses organizados moleculares foi 
submetido à RD por VPD para caracterização e determinação da г. A Figura 15 
reúne os voltamogramas de pulso diferencial obtidos para cada uma dessas 
combinações em KOH 0.5 mol L-1. As curvas em azul referem-se ao eletrodo não 
modificado com ausência esperada de processos dessortivos. Já os demais 
voltamogramas apresentam Ic características da dessorção dos tióis 
correspondentes a modificações da superfície do ouro pela adsorção dos cinco tipos 
de SAMs mistas.  
Esses resultados mostram que nas SAMs mistas 1:1, 3:10 e 1:10 foram 
observados picos de redução entre os potenciais -0.75 e -0.80V vs Ag/AgCl. A 
presença desses picos duplos pode ser consequência da formação de regiões com 
domínios de fase diferentes na superfície do metal (VERICAT et al., 2010). Os 
domínios de fase correspondem a diferentes formas de organização da SAM, onde 
cada forma apresenta uma energia de adsorção e dessorção associada. Desse 
modo, a dessorção de diferentes fases acaba ocorrendo em diferentes potencias. 
A formação de domínios distintos pode estar relacionada com o tipo de 
substrato e com o tamanho da cadeia carbônica do alcanotiol envolvido nas 
análises. No presente estudo, o substrato utilizado foi o ouro policristalino, que por 
sua vez pode apresentar defeitos na superfície, o que dificulta a organização efetiva 
das moléculas em apenas um domínio de fase (WONG & PORTER, 2000). 
Adicionalmente, quando a molécula do adsorbato contém um maior número de 
grupos metilenos constituindo as cadeias intermediárias, as interações laterais 
atuam sinergicamente na garantia de uma maior estabilização da monocamada e, 
consequentemente, menor formação de domínios de fase (FOLKERS et al., 1992).  
O 3-MPA, utilizando na construção das SAMs, apresenta cadeia carbônica 
curta, o que não estabiliza tão fortemente o sistema quanto o 11-MUA, que possui 
dez grupamentos metilenos. As SAMs mistas 1:1, 3:10 e 1:10 são aquelas que 
apresentam maiores proporções de 3-MPA na composição da mistura constitutiva, o 
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que poderia explicar os dois picos obtidos nos voltamogramas de pulso diferencial 
nestas condições. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 15: Redução dessortiva através da técnica de voltametria de pulso diferencial realizada em 
eletrodo não modificado a para modificações com SAMs mistas formadas por 11-MUA (1.0 mmol L-1) 
e 3-MPA (1.0 mmol L-1) em diferentes proporções: 10:1 (SAM mista 10:1), 10:3 (SAM mista 10:3), 1:1 
(SAM mista 1:1), 3:10 (SAM mista 3:10), 1:10 (SAM mista 1:10) para 11-MUA:3-MPA após tempo de 
interação de 24 horas. Todos os voltamogramas foram obtidos em solução aquosa contendo 0.5 mol 
L-1 de KOH, v de 20 mV s-1 e ∆E de 0.1 a -1.3V vs Ag/AgCl. Previamente a realização das medidas a 
solução aquosa de KOH fora desaerada com gás nitrogênio durante aproximadamente 10 minutos 
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A Tabela 5 relaciona os valores de г determinados para cada monocamada 
auto-organizada mista obtida pela combinação de 11-MUA (1.0 mmol L-1) e 3-MPA 
(1.0 mmol L-1). A SAM mista na proporção de 1:10 (11-MUA:3-MPA) foi a que 
apresentou maior cobertura de superfície (г = 6.85 x 10-11 mol cm-2) e constituiu a 
plataforma de escolha para a construção do imunosensor. Além disso, a predileção 
por esse sistema foi também justificada com base em trabalhos prévios da literatura, 
que descrevem que organizados moleculares mistos nessa composição apresentam 
melhor exposição dos sítios ativos e menor interferência de efeitos de impedimento 
estérico, o que possibilitaria uma melhor imobilização de diferentes biomoléculas, 
tais como DNA, enzimas, antígenos ou anticorpos, na superfície dos grupamentos 
terminais (PATEL et al., 1998; LEE et al., 2005). 
 
 
TABELA 5: Diferentes valores de intensidade de corrente catódica (Ic), carga associada com a 
redução de espécies na superfície (Q) e cobertura de superfície (г) encontrados para eletrodo de ouro 
modificado por SAMs mistas formadas por 11-MUA (1.0 mmol L-1) e 3-MPA (1.0 mmol L-1) em 
diferentes proporções: 10:1, 10:3, 1:1, 3:10, 1:10, após tempo de interação de 24 horas. 
 
 
5.2 Construção e Caracterização do Imunosensor 
 
 
5.2.1 Imobilização de Antígenos Solúveis de T. cruzi nas SAMs Mistas 
 
 
 Após terem sido determinadas as melhores condições para construção das 
SAMs mistas, a etapa seguinte envolveu a imobilização das moléculas de interesse, 
isto é, antígenos brutos de T. cruzi, sobre o sistema. A Figura 16 representa um 
sensograma obtido a partir da adição desses antígenos na concentração de 100 µg 
SAM mista 
(11-MUA:3-MPA) 
Ic (A) Q (c) г	(mol cm-2) 
10:1 3.06 x 10-6 2.86 x 10-7 4.20 x 10-11 
10:3 2.77 x 10-6 4.04 X 10-7 5.93 x 10-11 
1:1 2.90 x 10-6 4.61 x 10-7 6.76 x 10-11 
3:10 3.26 x 10-6 4.45 x 10-7 6.53 x 10-11 
1:10 2.90 x 10-6 4.67 x 10-7 6.85 x 10-11 
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mL-1 sobre SAMs mistas (curva 1). A etapa inicial de associação demonstra a 
eficiência do processo de imobilização covalente do antígeno na superfície das 
monocamadas ativadas, uma vez que houve um aumento do índice de refração do 
meio e consequente deslocamento do ângulo de SPR (∆ΘSPR).  
Por outro lado, quando apenas o tampão foi adicionado ao sistema, nas 
mesmas condições, não foi percebida alteração na resposta fornecida pelo 
espectrômetro de SPR (curva 2). Já na etapa de dissociação foi observada uma 
redução do índice de refração do meio, representada pela diminuição do ângulo de 
SPR após a lavagem da superfície com tampão, o que provavelmente, é justificável 
pela remoção de espécies fracamente ligadas ao dispositivo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 16: Sensogramas referentes às etapas de associação e dissociação do antígeno bruto de 
Trypanosoma cruzi sobre monocamadas auto-organizadas mistas previamente ativadas por 
EDC/NHS (curva 1) e injeção de apenas tampão HBS-EP pH 7.4 sobre o mesmo sistema (curva 2). A 
primeira seta corresponde à injeção da solução antigênica a 100 µg mL-1 e a segunda à lavagem com 
tampão HBS-EP pH 7.4. 
 
 
A construção de uma superfície altamente eficaz no reconhecimento rápido e 
confiável de um analito de interesse é imprescindível para o êxito de um 
imunosensor. Tal superfície deve ser robusta o suficiente para reconhecer de forma 
específica e com pouca interferência o elemento desejado em meio aos diversos 
interferentes presentes em matrizes complexas, como o sangue e soro humano. 
Nesse sentido a imobilização de antígenos, ao invés de anticorpos, em substratos 
Antígeno de 
Trypanosoma cruzi 
Tampão HBS-EP pH 7.4  
Associação Dissociação 
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de ouro para o desenvolvimento de sensores é usualmente preterida. 
Aparentemente eles são mais estáveis mediante o uso de agentes capazes de 
regenerar a superfície sensora, apresentam menos efeitos de imobilização com 
orientações estruturais incorretas e menor perda de funcionalidade (SHANKARAN et 
al., 2007). 
Segundo Freire et al. (2003), a modificação de superfícies de ouro com SAMs 
representa uma estratégia que garante uma imobilização estável e orientada para 
antígenos, o que fornece robustez, sensibilidade e confiabilidades a imunosensores.  
Além disso, nessas plataformas as propriedades das biomoléculas são preservadas, 
o que é altamente desejado em um sistema de bioreconhecimento (LOVE et al., 
2005).   
Contudo, de acordo com Jonhsson et al. (1991), para que ocorra a ligação 
efetiva do antígeno é necessário ativar a  superfície da SAM, a fim de transformar os 
grupamentos carboxílicos terminais pouco reativos em grupos reativos e 
susceptíveis ao ataque nucleofílico pelos grupos amino livres presentes nas 
proteínas. No presente estudo, a ativação dos grupos funcionais terminais das SAMs 
foi alcançada pela adição dos agentes de acoplamento EDC e NHS, onde um tempo 
de 15 minutos foi considerado satisfatório para esse fim. A ligação covalente do 
antígeno de T. cruzi na superfície sensora foi acompanhada de uma importante 
variação no ângulo de SPR, o que confirma a eficiência da técnica de SPR na 
avaliação em tempo real da ocorrência de fenômenos e processos em interfaces 
metálicas para avaliação de interações moleculares (SHANKARAN et al., 2007; 
HOLFORD et al., 2012). 
Já na Figura 17a são apresentados sensogramas obtidos a partir da injeção 
da solução antigênica de T. cruzi em diferentes concentrações (5, 10, 20, 30, 40, 50, 
60 e 100 µg mL-1) sobre as SAMs ativadas. Os valores absolutos encontrados de 
∆ΘSPR para cada concentração estão apresentados na Figura 17b. A análise destes 
dados revela que o aumento da concentração de antígeno foi acompanhado por um 
aumento no ângulo de SPR. Esse comportamento é esperado, uma vez que um 
maior número de moléculas imobilizadas tende a aumentar o índice de refração do 
meio, conforme revisado por Damos et al. (2004).  
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FIGURA 17: Imobilização de antígenos brutos de Trypanosoma cruzi sobre monocamadas auto-
rganizadas mistas ativadas. Em (a) sensogramas referentes à imobilização de antígenos brutos de 
nas seguintes concentrações: 100 (curva 1), 60 (curva 2), 50 (curva 3), 40 (curva 4), 30 (curva 5), 20 
(curva 6), 10 (curva 7) e 5 µg mL-1 (curva 8). b) Regressão linear obtida a partir da concentração do 
antígeno de T. cruzi vs deslocamento do ângulo de SPR (∆ΘSPR), após tempo de interação de 20 
minutos. c) Valores absolutos de ∆ΘSPR obtidos a partir da adição de diferentes concentrações de 
soluções antigênicas. 
[Antígeno de Trypanosoma 
cruzi] (µg mL-1) 
∆ΘSPR (m°) 
5 27.4 
10 59.6 
20 104.7 
30 164.0 
40 254.4 
50 312.4 
60 372.4 
100 442.2 
a) 
c) 
b) 
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Além disso, foi verificada uma relação linear entre as concentrações da 
solução (5-60 µg mL-1) e o valor do deslocamento do ângulo de SPR encontrado 
para cada uma delas, como mostrado na Figura 17c. Souto et al. (2013) também 
demonstraram tal relação ao imobilizar antígenos solúveis de L. infantum em 
diferentes concentrações sobre SAMs formadas por 11-MUA a 1.0 mmol L-1.  
Considerando os dados expostos, foi possível desenvolver um dispositivo 
sensor, constituído por um disco de ouro de SPR contendo SAMs mistas compostas 
por 11-MUA e 3-MPA na proporção de 1:10 e antígenos brutos de T. cruzi  
imobilizados como elemento sensor. A solução antigênica na concentração de 50 µg 
mL-1 foi selecionada para estes e demais estudos iniciais, visto que ela acarretou 
uma variação angular significativa e representa um gasto intermediário de antígeno. 
Para fins comparativos, a imobilização de antígenos do T. cruzi utilizando uma 
solução antigênica na concentração de 50 µg mL-1 também foi conduzida nas 
monocamadas formadas apenas pelos alcanotióis 11-MUA e 3-MPA separadamente 
(FIGURA 18). Os sensogramas obtidos mostram que a variação do ângulo de SPR 
resultantes da ligação antigênica foi de 312.4 m° para a SAM mista e 284.42 m° e 
270.41m° para as SAMs formadas apenas por 11-MUA e 3-MPA, respectivamente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 18: Sensogramas referentes à imobilização de antígeno bruto de Trypanosoma cruzi sobre 
monocamadas auto-organizadas mistas (curva 1) e formadas apenas por ácido 11-
mercaptoundecanóico (curva 2) e ácido 3-mercapotopropiônico (curva 3). As análises foram 
carreadas utilizando uma solução antigênica na concentração de 50 µg mL-1  e as análises carreadas 
por 20 minutos. 
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Tomados em conjunto, esses dados confirmam que sistemas formados por 
pela combinação de adsorbatos com diferentes comprimentos de cadeia carbônica 
realmente possibilitam uma maior imobilização de moléculas sobre a sua superfície, 
uma vez que há uma melhor exposição dos sítios reativos e menos interferência de 
efeitos de impedimento estérico quando comparado com sistemas simples (PATEL 
et al., 1998; LEE et al. 2005; TSAI & LI; 2009; PARK et al., 2010; PUTTHARUGSA et 
al., 2011). Esse melhor desempenho pode ser explicado pelo fato de que os 
alcanotióis de cadeias longas facilitam a exposição dos grupamentos carboxílicos 
para que o antígeno se ligue covalentemente, enquanto que os de cadeia curta 
promovem um espaçamento entre as monocamadas reduzindo o impedimento 
estérico (CHOI et al., 2005). 
Com o objetivo de caracterizar a imobilização do antígeno sobre as 
monocamadas mistas para a formação do dispositivo sensor, o sistema foi 
submetido a caracterizações eletroquímicas por voltametria cíclica (VC) e 
espectroscopia de impedância eletroquímica (EIE). 
 
 
5.2.2 Caracterização do Imunosensor por Voltametria Cíclica (VC)  
 
 
Como o perfil do comportamento eletroquímico sonda K3[Fe(CN)6] é bastante 
conhecido na literatura, mais uma vez ele foi utilizado como forma de avaliar 
indiretamente as modificações da superfície do ouro. Dessa vez foi avaliado por VC, 
o comportamento da sonda sobre superfície de ouro contendo antígenos solúveis de 
T. cruzi imobilizados sobre SAMs mistas previamente construídas e ativadas. 
Os voltamogramas cíclicos mostrados na Figura 20 foram obtidos em 1.0 
mmol L-1 de K3[Fe(CN)6] em 0.1 mol L-1 de KCl a uma v de 20 mV s-1. As curvas 1, 2 
e 3 referem-se, respectivamente, ao eletrodo não modificado e modificado por SAMs 
formadas pela adsorção de 11-MUA e 3-MPA, na concentração de 1.0 mmol L-1, 
durante 24 horas. No eletrodo não modificado a sonda apresenta um 
comportamento reversível com dois picos bem definidos, no 11-MUA há total 
inibição dos processos faradaicos e em 3-MPA há um perfil quase reversível com 
queda da corrente de pico do par redox.  
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A curva 4 representa o comportamento da sonda frente ao eletrodo 
modificado com a SAM mista, onde o perfil voltamétrico obtido foi semelhante àquele 
demonstrado na curva 3, mostrando uma menor inibição da eletroatividade da sonda 
quando comparado com o 11-MUA. Essa semelhança pode estar associada a 
grande proporção de 3-MPA (90%) presente na composição da SAM mista. Já a 
curva 5 refere-se a imobilização dos antígenos de T. cruzi sobre as SAMs mistas 
para formação do imunosensor, onde é possível visualizar um perfil semelhante às 
curvas 3 e 4, porém com sutil deslocamento dos picos de oxidação e redução, 
apresentando Ia e Ic em 0.27 e 0.19 V, respectivamente. Este resultado caracteriza 
uma menor transferência eletrônica entre a sonda e o substrato quando comparado 
ao eletrodo modificado com 3-MPA e com a SAM mista. Assim, é possível inferir que 
a imobilização da proteína na superfície da SAM mista dificulta a aproximação da 
sonda na superfície do eletrodo, o que caracterizaria essa maior inibição da 
eletroatividade da sonda empregada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 19: Voltamogramas cíclicos obtidos para avaliar o comportamento eletroativo da sonda 
hexacianoferrato de potássio na superfície do ouro após a imobilização de antígenos solúveis de T. 
cruzi sobre SAMs mistas previamente construídas e ativadas em eletrodo de ouro. Os voltamogramas 
foram obtidos em 1.0 mmol L-1 de K3[Fe(CN)6] em KCl (0.1 mol L-1),  v de 20 mV s-1 e ∆E de 0 a  0.5V 
vs Ag/AgCl. Eletrodo de ouro não modificado (curva 1) e modificado com SAM do ácido 11-
mercaptoundecanóico (curva 2), SAM do ácido 3-mercaptopropiônico (curva 3), SAM mista (curva 4) 
e imunosensor (curva 5), após tempo de interação de 24 horas. 
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A fim de obter confirmação desses achados e mais informações a respeito da 
resistência a transferência eletrônica, foram também conduzidos estudos de 
caracterização dos sistemas por Espectroscopia de Impedância Eletroquímica (EIE). 
 
 
5.2.3 Caracterização do Imunosensor por Espectroscopia de Impedância 
Eletroquímica (EIE) 
 
 
A Figura 20 representa os diagramas de Nyquist obtidos dos espectros de 
impedância realizados em eletrodo de ouro não modificado (curva 1), modificado 
com SAM formada por 11-MUA (curva 2), 3-MPA (curva 3), SAM mista (curva 4) e 
contendo os antígenos de T. cruzi imobilizados sobre as SAM mistas ativadas 
formando o imunosensor (curva 5). 
A EIE consiste na aplicação de uma perturbação de tensão em um 
determinado sistema. A perturbação usualmente se dá através da aplicação de um 
potencial contínuo, sobre a qual é imposta uma variação senoidal de potencial com 
pequena amplitude, o que permite a avaliação de fenômenos eletroquímicos 
próximos ao estado de equilíbrio. Em decorrência da aplicação do potencial senoidal 
ao sistema, é visualizada uma corrente de natureza senoidal, que ao ser monitorada 
juntamente com o potencial permite a obtenção da impedância do sistema (Z) e do 
ângulo de fase (ω) (DAMOS et al., 2004). A impedância de um sistema é 
representada por um vetor composto por uma parte real [Z’(ω)] e uma parte 
imaginária [iZ’’(ω), onde i = (-1)1/2].  
A representação dos dados de EIS pode ocorrer de várias formas, tal como 
através do Diagrama de Nyquist (gráficos de Z’ vs Z’’), uma poderosa ferramenta na 
mensuração da resistência à transferência eletrônica (Rte) em reações 
eletroquímicas evolvendo espécies eletroativas e superfícies de eletrodos  (YANG et 
al., 2004). De forma geral, nesses espectros existem uma região de semicírculo e 
uma região linear. Enquanto a região linear está relacionada ao processo difusional, 
o semicírculo corresponde ao processo de transferência eletrônica, de modo que o 
diâmetro deste corresponde à magnitude da resistência à transferência eletrônica na 
superfície do eletrodo. 
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A análise dos resultados obtidos pela EIE mostra que a sonda sobre o 
eletrodo não modificado (curva 1) levou a formação de uma região de semicírculo 
muito pequena, uma vez que a resistência a transferência eletrônica foi muito baixa 
(Rte = 0.65 Kohm). Já para o alcanotiol de cadeia longa - 11-MUA (curva 2), o 
diâmetro do semicírculo foi consideravelmente maior, de modo que o valor de Rte 
aumentou para 1450 Kohm. Para a modificação do eletrodo com 3-MPA (curva 3), a 
resistência à transferência eletrônica foi menor que a do 11-MUA e maior que o do 
eletrodo não modificado (Rte = 1.08 Kohm). 
A SAM mista (curva 4) oriunda da mistura desses dois compostos apresentou 
uma Rte intermediária à resistência de cada um individualmente (Rte = 1.80 Kohm) e, 
por fim, após a construção do imunosensor no eletrodo (curva 5), a Rte aumentou 
para 3.8 Kohm. Diante do exposto, os sistemas estudados apresentam a intensidade 
do processo de Rte aumentando na seguinte ordem: eletrodo não modificado < 
eletrodo modificado com 3-MPA < SAM mista < Imunosensor < 11-MUA. Em 
conjunto, esses dados confirmam a tendência já observada e discutida nos estudos 
de voltametria cíclica, uma vez que é possível que a imobilização do antígeno sobre 
a SAM tenha dificultado a aproximação do par redox na superfície do eletrodo.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 20: Diagrama de Nyquist (gráfico Z’ vs. Z”) para as medidas de espectroscopia de 
impedância eletroquímica realizadas para caracterização do imunosensor produzido com antígenos 
brutos de Trypanosoma cruzi. A sonda redox utilizada foi hexacianoferrato de potássio 1,0 mmol L-1 
em KCl 0,1 mol L-1. A amplitude foi 10 mV e a faixa de frequência de 0,1 a 105 Hz. Cada medida foi 
obtida em potencial aplicado. Em (a) Curva 1: eletrodo não modificado; Curva 2: modificado com SAM 
do ácido 11-mercaptoundecanóico;  Curva 3: eletrodo modicado  com  SAM do ácido 3-
mercaptopropiônico; Curva 4: eletrodo modificado com SAM mista e Curva 5:  imunosensor. 
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5.3 Detecção de Anticorpos anti-T. cruzi Através do Imunosensor  
 
 
Após ser desenvolvido e caracterizado, o imunosensor foi avaliado quanto à 
sua capacidade em detectar anticorpos anti-T. cruzi. Para tanto foram utilizados dez 
soros de indivíduos oriundos de área endêmica para a doença de Chagas, 
agrupados em um pool denominado de positivo (pool positivo). A resposta do 
imunosensor frente a um pool composto por dez soros de indivíduos não infectados 
pelo T. cruzi (pool negativo) foi também avaliada. Os resultados obtidos para ambos 
os grupos foram comparados com o ELISA in house realizado nas mesmas 
condições. 
A Figura 21a representa as variações do ângulo de SPR fornecidas pelo 
imunosensor após a adição do pool positivo em diferentes diluições (de 1:40 até 
1:81920). É perceptível que a resposta analítica foi detectada para as seis primeiras 
diluições empregas para o pool positivo (1:40 até 1:1280), semelhante ao observado 
ELISA para esse mesmo grupo (APÊNDICE A). Entretanto, apesar de demonstrarem 
capacidade de detecção semelhante, o imunosensor apresenta a grande vantagem 
operacional de fornecer análises extremamente mais rápidas e realizadas em uma 
única etapa, sem a necessidade de marcações e incubações intermediárias. 
Por outro lado, quando avaliado o comportamento do imunosensor frente ao 
pool negativo, foi observado que o dispositivo mostrou variações nos valores do 
ângulo de SPR apenas até a diluição 1:320 do soro, de modo que a partir desse 
ponto, as curvas obtidas apresentavam respostas nulas após a lavagem ou 
extremamente instáveis com ausência de aumento do ângulo de SPR (FIGURA 
21b).  
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FIGURA 21: Sensogramas referentes à injeção de pool de soros de indivíduos infectados (pool 
positivo) e não infectados (pool negativo) pelo Trypanosoma cruzi sobre o imunosensor em diferentes 
diluições (1:40, 1:80, 1:160, 1:320, 1:640 e 1:1280). As análises foram carreadas por 20 minutos 
seguidas de lavagem do sistema com tampão HBS-EP pH 7.4. O valor de deslocamento do ângulo de 
SPR obtido para cada diluição do pool positivo foi: 221.9 m° (1:40), 198.9 m° (1:80), 128.9 m° (1:160), 
95.6 m° (1:320), 35.3 m° (1:640) e 18.5 m° (1:1280). Para o pool negativo foi: 194.7 m° (1:40), 168.8 
m° (1:80), 114.1 m° (1:160), 25.2 m° (1:320), 0.0 m° (1:640) e 0.0 m° (1:1280). 
 
 
A resposta do imunosensor construído com a SAM mista foi também 
comparada com a resposta obtida em discos de ouro modificados apenas com o 11-
MUA e com o 3-MPA contendo antígenos de T. cruzi imobilizados.  A Figura 22a, 
22b e 22c representa os sensogramas obtidos para os sistemas compostos por 11-
MUA, 3-MPA e SAMs mistas, respectivamente.  
 
a) 
b) 
Pool Negativo 
Pool Positivo 
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FIGURA 22: Sensogramas referentes à injeção de pool de soros de indivíduos infectados pelo 
Trypanosoma cruzi (pool positivo) em diferentes diluições (1:40, 1:80, 1:160, 1:320, 1:640 e 1:1280) 
sobre discos de SPR modificados com monocamadas auto organizadas (SAMs) formadas por ácido 
11-mercaptoundecanóico (a), ácido 3-mercaptopropiônico (b) e uma mistura dos dois na proporção 
1:10 - SAM mista (c)contendo antígenos de T. cruzi imobilizados. As análises foram carreadas por 20 
minutos seguidas de lavagem do sistema com tampão HBS-EP pH 7.4.  
Pool Positivo → 11-MUA a) 
Pool Positivo → 3-MPA b) 
Pool Positivo → SAM mista 
c) 
102 
 
Em conjunto, esses dados apontam que a SAM mista foi a única capaz de 
detectar a resposta de ∆ΘSPR até a diluição 1:1280. Além disso, eles ainda mostram 
que a plataforma mista apresentou maiores valores de deslocamento que os demais 
sistemas em todas as diluições do soro (TABELA 6). A maior capacidade de 
detecção apresentado pelo sistema misto pode ser explicado pela maior capacidade 
de imobilização do antígeno, já demonstrada e discutida anteriormente. Portanto, ao 
disponibilizar mais moléculas de antígenos para associações com anticorpos 
presentes no soro, a plataforma mista faz com que o imunosensor apresente uma 
maior sensibilidade analítica associada (SUBRAMANIAN et al., 2006).  
Esse comportamento já fora demonstrado por Lee et al. (2005), quando 
compararam diferentes imunosensores fundamentados em SPR para detecção de 
anticorpos anti-ácido glutâmico descarboxilase (GAD), um biomarcador da diabetes 
melittus tipo I. Neste estudo, a partir da construção de três plataformas mistas e uma 
homogênea, os autores concluíram que tanto a imobilização de moléculas de GAD 
na superfície sensora quanto à detecção dos anticorpos foi bem mais expressiva no 
sistema misto do que no formado pelo alcanotiol isolado. 
 
 
TABELA 6: Diferentes valores de variação de ângulo de ressonância de plásmons de superfície (m°) 
obtidos a partir da injeção de um pool de soros de indivíduos infectados pelo Trypanosoma cruzi 
sobre plataformas sensoras compostas por ácido 11-mercaptoundecanóico (11-MUA), ácido 3-
mercaptopropiônico (3-MPA) e por uma mistura de ambos na proporção de 1:10 (SAM mista). As 
análises foram carreadas por 20 minutos seguidas de lavagem do sistema com tampão HBS-EP pH 
7.4. 
 
 
 
Diluição do pool 
positivo 
 
Monocamada Auto Organizada 
11-MUA 3-MPA SAM Mista 
1:40 190.8 m° 188.1 m° 221.9 m° 
1:80 154.8 m° 111.2 m° 198.9 m° 
1:160 79.5 m° 83.3 m° 128.9 m° 
1:320 14.4 m° 20.4 m° 95.6 m° 
1:640 7.7 m° 2.8 m° 35.3 m° 
1:1280 0.0 m° 0.0 m° 18.5 m° 
103 
 
No intuito de melhorar o desempenho do imunosensor desenvolvido, alguns 
parâmetros operacionais foram avaliados, incluindo o tempo de imobilização do 
antígeno, o uso agentes bloqueadores de ligações inespecíficas, o tempo de 
avaliação da interação antígeno-anticorpo, a concentração do antígeno utilizada e a 
utilização de agentes capazes de regenerar a superfície sensora. Os resultados 
obtidos em cada estudo estão expostos nos itens seguintes. 
 
 
5.3.1 Tempo de Imobilização do Antígeno 
 
 
Entre os estudos que relatam o desenvolvimento de imunosensores para 
detecção de patógenos humanos descritos na literatura, o tempo de imobilização 
dos componentes imunogênicos (antígenos ou anticorpos) na plataforma sensora é 
um parâmetro que apresenta grande variação entre os autores. Assim, a fim de 
avaliar a influência do tempo de imobilização do antígeno sobre a resposta fornecida 
pelo imunosensor, o disco de ouro modificado com as SAM mistas ativadas foi 
deixado em contato com a solução antigênica de T. cruzi a 50 µg mL-1 durante 10, 
20, 60 e 120 minutos e overnight (aproximadamente 12 horas). 
A Figura 23 traz as médias dos valores de deslocamento de ângulo de SPR 
obtidos para os testes realizados após a adição do pool positivo e negativo nos 
diferentes períodos de tempo de imobilização do antígeno propostos. No tempo 1, 
correspondente a uma imobilização de 10 minutos é possível visualizar valores de 
∆ΘSPR mais baixos para ambos os pools. Tal resultado deve ser reflexo do fato de 
que 10 minutos, provavelmente, não são suficientes para a formação das ligações 
covalentes entre os grupamentos carboxílicos das SAMs mistas ativadas e os 
resíduos amino do aminoácido lisina presentes no antígeno de T. cruzi.  
Já para os tempos de imobilização 2, 3, 4 e 5, correspondentes a 20, 60, 120 
minutos e overnight, respectivamente, foi possível observar que os valores de ∆ΘSPR 
obtidos para ambos os pools pouco variaram entre si, o que sugere que após 20 
minutos em contato com a superfície sensora, os antígenos de T. cruzi se ligam 
consideravelmente às SAMs mistas ativadas atingindo um provável ápice de 
imobilização que se mantém constante ao longo do tempo, provavelmente, devido à 
saturação dos grupamentos livres na superfície sensora a partir de 20 minutos. 
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FIGURA 23: Valores médios de deslocamento de ângulo de SPR obtidos para os imunoensaios 
envolvendo a adição de pool de soros positivos e negativos na diluição de 1:80 em superfícies 
contendo antígenos de Trypanosoma cruzi imobilizados em diferentes períodos de tempo: 10 
minutos, 20 minutos, 60 minutos, 120 minutos e overnight. As barras indicam o desvio padrão relativo 
obtido para as medidas. 
 
Considerando os resultados expostos, o tempo de 20 minutos para 
imobilização do antígeno de T. cruzi sobre a SAMs ativadas foi considerado 
satisfatório e, consequentemente, adotado para construção da plataforma sensora 
para os estudos posteriores. Esse curto tempo reflete a agilidade inerente a 
processos fundamentados em SPR, o que ainda confere certa vantagem operacional 
frente ao ELISA, metodologia corriqueiramente empregada no sorodiagnóstico da 
doença de Chagas, que requer prévia sensibilização da microplaca, com antígenos 
do parasito, por aproximadamente 12 horas – overnight (VOLLER et al., 1975).  
Além disso, o tempo de 20 minutos escolhido, está próximo ao utilizado por 
Gupta et al. (2012), que para o desenvolvimento de um imunosensor baseado em 
SPR para detecção de anticorpos anti-Salmonella typhi, adotaram o tempo de 30 
minutos para imobilização de antígenos recombinantes da bactéria sobre SAMs 
formadas de ácido 4-mercaptobenzóico. Por outro lado, Jyoung et al. (2006), 
conduziram a imobilização de anticorpos monoclonais específicos contra Vibrio 
cholera O1 em monocamadas auto-organizadas durante duas horas para o 
desenvolvimento de um imunosensor fundamentado em SPR útil na detecção de 
infecções por essa bactéria. 
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5.3.2 Agentes Bloqueadores de Ligações Inespecíficas 
 
 
O presente estudo testou dois agentes amplamente utilizados para o bloqueio 
de sítios inespecíficos: a etanolamina (TREVIÑO et al., 2009; SOUTO et al., 2013) e 
o BSA (CHEN et al., 2011; DAWAN et al., 2011). A Tabela 7 relaciona os valores de 
deslocamento de ângulo de SPR obtidos na titulação do pool de soros positivos e 
negativos após a injeção de 100 µL de ambos agentes sobre o sensor na presença e 
ausência de bloqueadores. Cabe ressaltar que os bloqueadores foram adicionados 
ao sistema depois da imobilização do antígeno e antes da adição dos soros diluídos. 
A partir dos dados é possível observar que os valores de variação de ângulo 
de SPR nas análises isentas de bloqueadores foram, de maneira geral, maiores que 
os encontrados nos sistemas em que qualquer um dos dois agentes fora utilizado. 
Esses resultados podem ser explicados pelo fato de que durante o desenvolvimento 
de imunoensaios de SPR, apesar de ser crucial a obtenção de um dispositivo 
altamente sensível aos analitos de interesse, é necessário que este seja resistente 
aos demais componentes inespecíficos existentes nas matrizes das amostras. 
Consequentemente, é crucial conhecer adequadamente o comportamento do 
sistema e minimizar essas variações, a fim de evitar que tais mudanças produzidas 
pela adsorção de proteínas inespecíficas presentes em espécimes biológicos sejam 
considerados falsos positivos (SHANKARAN et al., 2007). 
 
TABELA 7: Diferentes valores de variação de ângulo de ressonância de plásmons de superfície 
obtidos a partir da titulação de pools de soros de indivíduos positivos e negativos para Trypanosoma 
cruzi sobre o imunosensor sem bloqueio e bloqueado com etanolamina 0.1 mol L-1 e soro albumina 
bovina 1.0% (BSA). As análises foram carreadas por 20 minutos seguidas de lavagem do sistema 
com tampão HBS EP pH 7.4. 
 
Diluição do 
Soro 
Valor de ∆ΘSPR para Pool  
Positivo (mº) 
Valor de ∆ΘSPR para Pool  
Negativo (m°) 
S/ bloqueio Etanolamina BSA S/ bloqueio Etanolamina BSA 
1:40 221.9 217.9 206.3  194.7 199.4 182.2 
1:80 198.9 200.1 176.1 168.8 171.0 90.3 
1:160 128.9 136.4 118.8  114.1 104.6 41.9 
1:320 95.6 92.0 79.6 25.2 20.8 0.0 
1:640 35.3 47.5 36.0 0.0 0.0  0.0 
1:1280 18.5 19.7 11.2 0.0 0.0 0.0 
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Desse modo, o uso de agentes bloqueadores minimizam esses efeitos por se 
ligarem a tais sítios impedindo que ligantes inespecíficos se adsorvam sobre a 
superfície. A análise dos dados mostrados na Tabela 8 sugere que para o sistema 
desenvolvido, o BSA foi mais eficaz como agente bloqueador, visto que os valores 
de ∆ΘSPR obtidos em todas as diluições foram menores que os apresentados pela 
utilização da etanolamina. Provavelmente, a proteína ocupou mais sítios livres 
presentes na superfície e, consequentemente, reduziu as chances de ligantes 
inespecíficos se adsorverem na mesma, o que explicaria essa menor variação do 
ângulo de SPR quando os soros foram adicionados. Cabe ressaltar que a redução 
de ∆ΘSPR ocorreu sem que houvesse o comprometimento da capacidade de 
detecção para o pool positivo, que se manteve até a sexta diluição do soro, como 
também pode ser observado nos sensogramas relativos à titulação deste soro 
representeados na Figura 24a. 
Além disso, ao contrário do que ocorre quando é adicionado etanolamina ou 
quando não há o uso de agentes bloqueadores, a adição de BSA fez com que o pool 
de soros negativos não mais fornecesse valores de variação de ângulo de SPR 
significativas a partir da diluição 1:160 (FIGURA 24b). Desse modo, a priori, a 
diluição 1:320 foi a escolhida para o desenvolvimento do imunosensaio proposto, 
uma vez que foi aquela em que foi possível discriminar os pools de soros negativos 
dos positivos com aparente melhor desempenho, uma vez que a partir desta o pool 
de soros negativos não forneceu resultados significativos de variação angular, o que 
gerou grande amplitude entre infectados e não-infectados pelo T. cruzi. 
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FIGURA 24: Impacto da adição de soroalbumina bovina (BSA) ao imunosensor para bloqueio de 
sítios inespecíficos. Estão representados os sensogramas referentes à injeção de pool de soros de 
indivíduos infectados - pool positivo (a) e não infectados pelo Trypanosoma cruzi - pool negativo (b) 
em diferentes diluições (1:40, 1:80, 1:160, 1:320, 1:640 e 1:1280) sobre discos de ouro modificados 
com monocamadas auto organizadas mistas formadas por 10% de ácido 11-mercaptoundecanóico e 
90% de ácido 3-mercaptopropiônico, contendo antígenos  brutos de T. cruzi imobilizados. Entre a 
imobilização dos antígenos e a adição dos soros foi realizada uma etapa de bloqueio de ligantes 
inespecíficos por meio da injeção de BSA 1.0% durante 10 minutos. As análises foram carreadas por 
20 minutos seguidas de lavagem do sistema com tampão HBS-EP pH 7.4. 
 
 
Ao contrário dos resultados observados para o imunosensor, as metodologias 
sorológicas utilizadas no diagnóstico da doença de Chagas usualmente empregam 
menores diluições de corte, como 1:80 e 1:40 para ELISA convencional e RIFI, 
respectivamente. Todavia, a alta sensibilidade inerente aos sistemas de SPR faz 
a) 
b) 
Pool Positivo 
Pool Negativo 
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com que nessas diluições a especificidade do sensor seja inadequada, uma vez que 
os soros de indivíduos não infectados apresentaram valores consideráveis de ∆ΘSPR, 
provavelmente, devido à ligação de proteínas não específicas na superfície sensora. 
Por outro lado, em maiores fatores de diluição, a quantidade de tais ligantes é 
reduzida no espécime clínico, de modo que são gerados baixos valores de ∆ΘSPR 
que, geralmente, após a etapa de lavagem com tampão para remoção de espécies 
fracamente ligadas tendem a atingir índices mínimos ou zero. 
Essa conclusão é corroborada pelo estudo desenvolvido por Lana et al. 
(2009), que ao realizarem a padronização de um ELISA semiquantitativo para a 
monitoração precoce de cura pós-terapêutica da doença de Chagas, demonstraram 
que a diluição 1:320 dos soros foi a que possibilitou uma maior segregação entre 
grupos de indivíduos infectados pelo T. cruzi antes e após o tratamento. Nesta, foi 
detectada queda significativa dos níveis de IgG nos pacientes tratados, o que refletiu 
em uma melhor evidenciação da eficácia terapêutica. Além disso, em publicação 
semelhante, Negrette et al. (2008), ao utilizarem um ELISA empregando antígenos 
recombinantes, demonstram que a partir da avaliação dos títulos de anticorpos por 
três anos foi possível detectar a queda sorológica sugestiva de cura clínica na 
diluição 1:320. 
 
 
5.3.3 Tempo de Avaliação da Interação Antígeno-Anticorpo 
 
 
O tempo envolvido na análise da interação antígeno-anticorpo em 
imunosensores fundamentados em SPR corresponde a outro parâmetro que 
apresenta grande variação entre os diversos trabalhos já publicados na área. 
Entretanto, é unânime o fato de que tais dispositivos sempre fornecem resultados 
significativamente mais rápidos do que as metodologias usualmente empregadas na 
detecção de patógenos (KANG et al., 2006; JYOUNG et al., 2006; KUMBHAT et al., 
2010; GUPTA et al., 2012). 
Para o presente imunosensor, todos os resultados até então apresentados 
foram obtidos em análises satisfatoriamente conduzidas durante 20 minutos. Com o 
objetivo de tentar reduzir o tempo analítico com manutenção da propriedade dos 
resultados, foram avaliados diferentes períodos de análise: 5, 10, 15 e 20 minutos. A 
109 
 
correlação obtida entre as diluições do pool de soros positivos e as variações do 
ângulo de SPR encontrados nas análises representadas nas Figuras 25 a,b, c, d.  
A partir das curvas de calibração é possível demonstrar que existe uma 
excelente relação linear entre as diluições do pool positivo e os respectivos valores 
de ∆θSPR obtidos durante 20 minutos de interação, posto que o coeficiente de 
correlação linear extraído da curva foi 0.9928. Além disso, nesse tempo foram 
obtidos maiores valores de ∆θSPR para todas as diluições, o que demonstra maior 
sensibilidade da técnica nesse ponto. Já em tempos analíticos inferiores (5, 10, e 15 
minutos) há uma menor linearidade entre os parâmetros avaliados e são 
visualizados menores valores de ∆θSPR. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 25: Regressões lineares obtidas a partir do pool de soro positivos em diferentes diluições vs 
deslocamento do ângulo de SPR em diferentes tempos de análise. Diluições empregadas: 1:40 (1), 
1:80 (2), 1:160 (3), 1:320 (4), 1:640 (5) e 1:1280 (6). Curva a: 5 minutos; Curva  b:  10 minutos; Curva 
C: 15 minutos; Curva D:  20 minutos. 
 
 
a) b) 
c) d) 
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Dessa maneira, tais achados sugerem que 20 minutos representa o tempo 
mais adequado para a avaliação entre as interações das biomoléculas no 
imunoensaio proposto. Esse valor está próximo adotado por Khumbat et al. (2010) 
que, em um imunosensor utilizado para o sorodiagnóstico da Dengue, otimizaram o 
tempo de aproximadamente 15 minutos para a obtenção de um sinal de SPR 
satisfatório, e distante do proposto por Gupta et al. (2012), que propuseram um 
dispositivo alternativo capaz de detectar anticorpos anti-Salmonella typhi em menos 
de 10 minutos. 
Já no panorama do diagnóstico sorológico da doença de Chagas, o tempo 
utilizado pelo imunosensor desenvolvido para o fornecimento de um resultado final 
foi muito próximo ao gasto pelo teste Chagas Stat-Pak (Chembio Diagnostic 
Systems, Medford, NY, EUA), um ensaio imunocromatográfico, já patenteado e 
comercialmente disponível, que detecta anticorpos anti-T. cruzi em amostras de 
soro, plasma e sangue total em até 15 minutos (LUQUETTI et al., 2003). Segundo a 
OMS, o desenvolvimento de novos métodos imunológicos que forneçam resultados 
robustos e rápidos ainda representa necessidade corrente e deve ser estimulado 
(WHO, 2002). Neste contexto, o tempo de 20 minutos utilizado pelo presente 
imunosensor para o fornecimento de resultados no diagnóstico da infecção 
chagásica fornece perspectivas para futuras aplicações desse dispositivo. 
 
 
5.3.4 Concentração de Antígeno Utilizada 
 
 
Todos os estudos relatados até então foram conduzidos com a plataforma 
sensora formada pelas monocamadas auto-organizadas mistas ativadas contendo 
antígenos de T. cruzi, na concentração de 50 µg mL-1. Entretanto, a fim de reduzir a 
quantidade de solução antigênica empregada na fabricação do imunosensor e, 
consequentemente, o custo analítico, a resposta dos pools de soros positivos e 
negativos na diluição de trabalho (1:320) foi avaliada em plataformas sensoras 
construídas com antígenos brutos em diferentes concentrações (5, 10, 20, 30, 40, 
50, 60 e 100 µg mL-1). 
 A Figura 26 relaciona os valores de deslocamento de ângulo de SPR obtidos 
para os pools de soros em cada uma das concentrações empregadas. É possível 
111 
 
observar que para todas as concentrações, os soros negativos não geraram 
expressivos significativos de ∆θSPR. Já para os positivos, as concentrações 5, 10 e 
20 µg mL-1 de antígeno forneceram menores valores de ∆θSPR, quando  comparadas 
com as demais. Esses resultados se justificam, provavelmente, devido a menor 
quantidade de moléculas antigênicas disponíveis para ligação dos anticorpos 
presentes no soro.  Contrariamente, a solução a 100 µg mL-1 gerou maiores valores 
de ∆θSPR, o que deve estar relacionado com a maior oferta de antígeno sobre a 
superfície sensora que pode ter favorecido a ligação de mais moléculas de 
anticorpos, o que também fora percebido para o pool negativo, onde foi obtido um 
maior valor de ∆θSPR (5.4 mº).  
A imobilização de soluções antigênicas a 30, 40, 50 e 60 µg mL-1 forneceram 
valores de variação angular intermediários às demais e muito próximos entre si. A 
média das medidas para o pool positivo oscilou entre 62.9 e 69.4 mº, enquanto que 
para os negativos os valores de ∆θSPR se situaram entre 0.0 e 1.1 mº, o que 
demonstra razoável amplitude entre os resultados, com clara capacidade de 
detecção para o grupo positivo e boa distinção deste com o pool negativo. Portanto, 
a concentração de 30 µg mL-1 foi adotada para compor o imunoensaio, visto que ela 
conseguiu aliar boa capacidade de detecção e distinção com uma menor quantidade 
de antígeno, o que acarreta em economia de reagentes e resultados satisfatórios. 
SOUTO et al. (2013) também empregaram antígenos brutos obtidos de 
promastigotas de L. infatum, cultivadas em meio LIT, na concentração de 30 µg mL-1 
para a construção de um imunosensor fundamentado em SPR útil no 
sorodiagnóstico da leishmaniose visceral canina. 
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FIGURA 26: Valores de deslocamento de ângulo de SPR obtidos para os imunoensaios envolvendo a 
adição de pool de soros de indivíduos infectados pelo Trypanosma cruzi (pool positivo) e não 
infectados (pool negativo) na diluição de 1:320 em superfícies contendo antígenos brutos de T. cruzi 
imobilizados em diferentes concentrações. As barras indicam o desvio padrão relativo obtido para as 
medidas. Concentração 1 (5 µg mL-1); Concentração 2 (10 µg mL-1); Concentração 3 (20 µg mL-1); 
Concentração 4 (30 µg mL-1); Concentração 5 (40 µg mL-1); Concentração 6 (50 µg mL-1); 
Concentração 7 (60 µg mL-1 ); Concentração 8 (100 µg mL-1 ).  
 
 
5.3.5 Agentes Regeneradores da Superfície Sensora 
 
 
A fim de promover a regeneração da superfície sensora, alguns agentes já 
descritos na literatura como competentes para esse fim foram testados sobre o 
imunosensor desenvolvido. Para tanto, o pool de soros positivos em diluição fixada 
foi injetado sucessivamente sobre o sensor, de modo que intermediando cada 
adição, tais agentes eram adicionados ao sistema.  
A Figura 27 representa os valores de ∆ΘSPR referentes a essas análises para 
os agentes: SDS 1.0%, NaOH 50 mmol L-1, HCl 0.1 mol L-1 e HCl 1.0 mol L-1. 
Graficamente é possível observar com nitidez, que apenas a solução de SDS 
proporcionou certa reprodutibilidade entre os valores de deslocamento de ângulo de 
SPR para o pool positivo nos diferentes testes conduzidos. Assim, é provável que os 
demais agentes (NaOH e HCl) tenham gerado uma alteração no pH da superfície 
sensora, o que, alterou a estrutura conformacional dos antígenos imobilizados e, 
consequentemente, os determinantes antigênicos, reduzindo assim, os sítios de 
ligação para os anticorpos presentes no soro (SHANKARAN et al., 2007). 
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FIGURA 27: Valores de deslocamento de ângulo de SPR obtidos após a regeneração da superfície 
do imunosensor desenvolvido para detecção de anticorpos anti-Trypanosoma cruzi. As análises 
foram conduzidas em superfícies de ouro contendo monocamadas auto-organizadas mistas formadas 
pelo ácido 11-mercaptoundecanóico e ácido 3-mercaptopropiônico e antígenos brutos de T. cruzi 
imobilizados covalentemente. As soluções regeneradoras foram: SDS 1.0%, NaOH 50 mmol L-1, HCl 
0.1 mol L-1 e HCl 1.0 mol L-1. Cada um desses agentes foi injetado por dois minutos na superfície, 
seguido de lavagem com tampão HBS-EP pH 7.4 antes da adição do pool de soros infectados pelo T. 
cruzi na mesma diluição. 
 
 
 
Segundo Oss (1992), apesar de ser governada por várias forças 
eletrostáticas, a interação antígeno-anticorpo é passível de reversão, visto que as 
ligações formadas são fracas e não covalentes. Desse modo, em um sistema 
fundamentado em SPR é possível dissociar este imunocomplexo após a realização 
subsequente de diversos imunoensaios, o que torna a plataforma sensora livre para 
novas adições de amostras-teste como demonstrado nos resultados obtidos pelo 
presente estudo. Além disso, a regeneração da superfície do imunosensor 
representa uma parte importante de um imunosensaio, pois possibilita a realização 
de diversas determinações no mesmo ponto da plataforma sensora, o que propicia 
uma otimização financeira e temporal dos testes, uma vez que é dispensada a 
realização de vários procedimentos antecedentes à análise propriamente dita (WU et 
al., 2013). 
Por ter apresentado melhores resultados, a capacidade do SDS em regenerar 
a superfície sensora foi avaliada mais detalhadamente. De acordo com os 
sensogramas representados na Figura 28, este agente foi capaz de manter a 
capacidade de detecção e a reprodutibilidade da resposta do sensor durante a 
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regeneração por no mínimo dez ciclos analíticos, uma vez que o desvio padrão 
relativo obtido entre as medidas foi de 6.4%.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 28: Sensogramas obtidos após repetidas injeções do pool de soros de indivíduos infectados 
pelo Trypanosoma cruzi sobre superfície sensora desenvolvida para detecção de anticorpos anti- T. 
cruzi, seguida de regeneração utilizando SDS 1.0%. A média dos valores de deslocamento de ângulo 
de SPR foi 206.9 mº, já o desvio padrão relativo entre as medidas foi de 6.4%.  
 
 
Além disso, é possível perceber que a linha de base do sistema fora 
recuperada entre cada análise, o que indica provável manutenção das moléculas 
antigênicas imobilizadas na superfície do sensor. Dessa forma, após sucessivas 
injeções de amostras, o imunosensor ainda pode ser utilizado para detectar 
anticorpos anti-T. cruzi efetivamente, pois se acredita que o surfactante aniônico 
SDS, aparentemente, atue desfazendo as ligações antígeno-anticorpo por 
interações eletrostáticas fracas com ligantes, o que os remove e preserva os 
antígenos fortemente imobilizados nas SAMs mistas ativadas.  
Dutra et al. (2007) obtiveram resultados semelhantes ao utilizar SDS como 
agente regenerador em um imunosensor aplicável na detecção do biomarcador 
cardíaco troponina T. Os autores demonstram que na concentração de 1.0% o 
surfactante foi capaz de regenerar a superfície sensora por até 15 vezes 
preservando a sensibilidade do dispositivo. 
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5.4 Sumário das Etapas Envolvidas no Imunoensaio Fundamentado em SPR 
Desenvolvido para Detecção de Anticorpos Anti-T. cruzi (SPRCruzi) 
 
 
Após terem sido definidos os parâmetros operacionais a serem adotados para 
o imunosensor desenvolvido, foi factível relacionar em um único esquema as etapas 
para proposição de um imunoensaio para o diagnóstico de infecções pelo T. cruzi 
utilizando a espectroscopia de SPR (SPRCruzi). A Figura 29 apresenta os 
sensogramas referentes a todas as etapas selecionadas para compor o SPRCruzi, 
até então apresentadas de forma isolada, que se sucederam na superfície do disco 
de ouro de SPR modificado por SAMs mistas. 
O ponto 1 refere-se a injeção de 100 µL de solução de antígenos brutos de T. 
cruzi (30 µg mL-1) sobre a SAM mista ativada previamente pela adição de EDC/NHS 
durante 20 minutos. Nesta etapa, durante 20 minutos, é observado um aumento 
apreciável do valor de deslocamento do ângulo de SPR, consequência direta do 
aumento do índice de refração na superfície devido à interação covalente das 
proteínas sobre as monocamadas. Já no ponto 2 ocorre a lavagem da superfície 
com 200 µL de tampão HBS-EP pH 7.4 para dissociação de espécies fracamente 
ligadas. A diminuição do ângulo de SPR, mais uma vez, é reflexo da diminuição do 
índice de refração do meio. 
Na sequência (ponto 3), sobre os antígenos que permaneceram imobilizados 
foi injetada uma solução aquosa de BSA a 1.0% para promoção do bloqueio de 
sítios inespecíficos presentes na plataforma sensora. Tal etapa sucedeu-se durante 
10 minutos, onde pode ser observada uma queda instantânea do ângulo de SPR, 
atribuível ao menor índice de refração apresentado pela solução aquosa de BSA 
quando comparado com o da solução tampão HBS-EP pH 7.4, seguido de um leve 
aumento do ângulo decorrente de interações do agente com a superfície. 
Posteriormente, a superfície foi novamente lavada com 200 µL de solução tampão 
HBS-EP pH 7.4 para remoção de BSA em excesso (ponto 4). Neste ponto, é visível 
que a adição do tampão eleva novamente o índice de refração do meio, retornando 
o valor do ângulo de SPR praticamente para a posição anterior. 
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FIGURA 29: Sensogramas sistematizando todas as etapas envolvidas no imunosensaio para 
diagnóstico de infecções pelo Trypanosoma cruzi utilizando discos sensores previamente modificados 
com monocamadas auto-organizadas mistas formadas por 11-mercaptoundecanóico e ácido 3-
mercaptopropiônico. Ponto 1: injeção de solução de antígenos brutos de Trypanosoma cruzi a 30 µg 
mL-1 sobre monocamadas auto-organizadas mistas previamente ativadas. Pontos 2, 4, 6 e 9: lavagem 
da superfície sensora com tampão HBS-EP pH 7.4. Ponto 3: injeção de solução aquosa de soro 
albumina bovina 1.0%. Ponto 5: adição de pool de soros negativos para T. cruzi  na diluição 1:320. 
Ponto 7: regeneração da superfície com adição de solução de dodecil sulfato sódico a 1.0%. Ponto 8: 
adição de pool de soros positivos para T. cruzi  na diluição 1:320. Ponto10: a superfície sensora fica 
disponível para novas análises. 
 
 
Até então, as fases abordadas estão associadas com etapas pré-analíticas de 
preparo da superfície sensora. Entretanto, a partir do ponto 5, estão representadas 
as etapas analíticas para detecção da interação antígeno-anticorpo. Assim, 
inicialmente foi injetado 100 µL do pool de soros não reativos na diluição de trabalho 
1:320, e, por 20 minutos, foi evidenciada uma variação angular preliminar de 32.1 
mº, causada pelo aumento do índice de refração do meio. Provavelmente, isso 
ocorreu devido à presença de ligantes inespecíficos existentes na matriz biológica, 
de modo que, quando há a lavagem da superfície com tampão durante três minutos 
(ponto 6), o valor do ângulo de SPR decai consideravelmente e o deslocamento 
angular efetivo fica estimado em apenas 7.1 mº. 
Já no ponto 7, foi adicionado 50 µL de solução aquosa de SDS 1.0% para que 
houvesse a regeneração daquela região da superfície sensora, através da remoção 
das ligações dos anticorpos anteriormente estabelecidas com os antígenos 
imobilizados. Tal etapa foi acompanhada por dois minutos até que a superfície fora 
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lavada novamente com 100 µL de tampão para remoção de excesso de SDS que 
porventura tenha remanescido. 
 Em seguida, 100 µL do pool de soros positivos na diluição de 1:320 foi 
injetado sobre o sensor (ponto 8) durante 20 minutos, o que gerou brusca variação 
no ângulo de SPR. O ∆ΘSPR de 76.3 mº foi atribuído ao aumento do índice de 
refração do meio, fruto, principalmente, da interação dos antígenos de T. cruzi com 
os anticorpos anti – T. cruzi presentes no soro, o que demonstra a excelente 
sensibilidade do dispositivo para detecção da interação antígeno-anticorpo.  
Subsequentemente, o sistema fora lavado com tampão nas mesmas 
condições descritas para a análise anterior (ponto 9) e o valor de variação angular 
efetiva para o pool positivo foi determinado em 64.9 mº, valor esse, 
aproximadamente nove vezes maior que o encontrado para o pool negativo, o que 
demonstra o razoável potencial do sensor em discriminar soros de indivíduos 
infectados e não infectados pelo T. cruzi. Por fim, a partir do ponto 10, a superfície 
fica disponível para nova regeneração (ponto 7) e conseguintes novas análises, que 
podem ser realizadas na mesma região do disco por no mínimo 10 vezes, como já 
demonstrado anteriormente. 
Com base no apresentado, é possível constatar o grande potencial do 
imunosensor desenvolvido em constituir uma ferramenta sensível, específica e 
rápida para o sorodiagnóstico da infecção chagásica. A variação de ângulo de SPR, 
parâmetro proporcional à quantidade de anticorpos anti-T. cruzi presentes no soro, 
pode ser obtida em 20 minutos para uma amostra clínica, em uma análise direta e 
totalmente isenta de qualquer tipo de marcações ou etapas intermediárias. Quando 
comparado com ELISA e RIFI, tal fato representa uma grande vantagem 
operacional, posto que as diversas etapas de incubações intrínsecas a essas 
metodologias as tornam morosas e antagônicas ao que é almejado pela OMS como 
método ideal para o sorodiagnóstico da doença de Chagas (OMS, 2002; MSF, 2008; 
GOMES et al., 2009). 
Todavia, para certificar a perspectiva de real aplicação do SPRCruzi, no 
sorodiagnóstico da doença de Chagas possa ser tangenciada, se faz necessária à 
adoção de uma estratégia de análise criteriosa para o imunosensaio proposto, bem 
como uma avaliação preliminar do desempenho da metodologia. Dessa forma, os 
resultados subsequentemente apresentados estão relacionados a essas questões. 
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5.5 Avaliação de Desempenho do Imunosensor no Diagnóstico Sorológico da 
Doença de Chagas 
 
 
5.5.1 Determinação dos Critérios Metodológicos do Imunosensaio 
 
 
A fim de avaliar o desempenho do imunosensor desenvolvido fundamentado 
em SPR para detecção de anticorpos anti-T. cruzi (SPRCruzi) no diagnóstico 
sorológico da doença de Chagas, foi necessário traçar uma estratégia para analisar 
os dados obtidos no dispositivo a partir da injeção dos soros teste. Com esse intuito, 
foram determinados critérios metodológicos para interpretação dos resultados, isto 
é, o ponto de corte e a diluição de trabalho. Por definição, o ponto de corte 
corresponde ao valor de ∆θSPR capaz de realizar a discriminação entre os soros 
positivos e os negativos, já a diluição de trabalho seria a diluição do soro, até então 
preliminarmente fixada em 1:320, adotada para as análises. 
Para tanto, foram utilizadas 57 amostras de soros humanos, sendo 20 
pertencentes a indivíduos não infectados pelo T. cruzi e 37 de infectados divididos 
em soros de alta (n=12), média (n=13) e baixa (n=12) reatividade frente ao ELISA. A 
Figura 30 relaciona os resultados das análises das variações angulares médias 
obtidas para cada um dos grupos estudados nas três diluições avaliadas. É 
observado que os valores de ∆θSPR encontrados para os indivíduos não infectados e 
infectados apresentam perfis distintos, principalmente na diluição 1:320, onde é 
visualizada uma maior amplitude de segregação entre os grupos. 
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FIGURA 30: Valores médios de variação de ângulo de ressonância de plásmons de superfície em 
amostras de soros humanos não infectados pelo Trypanosoma cruzi (NIF) e infectados (INF) com 
alta, média e baixa reatividade frente ao ELISA, em três diferentes diluições distintas do soro: 1:160, 
1:320, 1:640. 
 
 
A partir desses dados, foram construídas as curvas ROC e calculados os 
índices de desempenho (sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivos e 
negativos, acurácia, índice J de Youden e razões de verossimilhança) para a 
diluição de trabalho 1:320 e para as diluições adjacentes: 1:160 e 1:640. Em face 
desses resultados, a diluição escolhida foi aquela que apresentou, em conjunto, os 
melhores índices de desempenho calculados segundo o ponto de corte sugerido 
pela curva ROC. Cabe ressaltar que tais estudos não foram realizados para as 
outras diluições também detectáveis, pois nelas os resultados prévios de ∆θSPR para 
os pools positivo e negativo apresentaram baixa amplitude e, consequente, pouca 
diferenciação entre os mesmos. 
Na Figura 31 são apresentadas as curvas ROC obtidas para as três diluições 
estudadas. É possível perceber que apenas a diluição 1:320 apresentou valor de 
área sobre a curva (ASC) igual 1.0, o que segundo Sweets (1988) indica acurácia 
perfeita, isto é, no ponto de corte adotado pela curva (∆θSPR = 17.2 m°) houve total 
discriminação entre os soros de indivíduos INF e NIF . 
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FIGURA 31: Curvas ROC (do inglês, receiver operating characteristic) para o imunosensor 
fundamentado em ressonância de plásmons de superfície para diagnóstico de infecções por 
Trypanosoma cruzi construídas a partir dos índices de desempenho (sensibilidade e 1-especificidade) 
para os soros de indivíduos infectados e não infectados pelo T. cruzi nas diluições 1:160 (a), 1:320 (b) 
e 1:640 (c). Os resultados estão expressos pelos pontos dos gráficos, que representam os valores 
dos referidos índices avaliados, o que determina a área sobre a curva (ASC). Os círculos no interior 
das curvas representam o melhor ponto de corte sugerido pela curva para o imunoensaio.  
 
 
Os valores de índice de desempenho para as três diluições estão 
sumarizados na Tabela 8, onde pode ser visualizado que, corroborando os indícios 
anteriores, a diluição 1:320 demonstrou melhores indicadores que as demais. A 
sensibilidade e a especificidade obtidas nesse ponto foram máximas (100%), o que 
apresenta grande relevância clínica, pois estes representam parâmetros 
fundamentais na avaliação de um teste, uma vez que não sofrem variações de 
acordo com a prevalência da doença na população, sendo, portanto, consideradas 
propriedades estáveis de um teste diagnóstico (FERREIRA & ÁVILA, 2001).  
Já o valor preditivo positivo (VPP) e negativo (VPN) do método foi de 100.0%. 
A determinação desses índices é de grande importância, pois refletem a contribuição 
do teste em decisões clínicas corretas. Assim, os valores encontrados indicam que 
na diluição 1:320, a probabilidade da real ocorrência da doença quando o resultado 
do teste é positivo é 100%. Do mesmo modo, também é máxima a probabilidade da 
não ocorrência da doença quando o resultado for negativo. 
Como determinado anteriormente, a acurácia na diluição 1:320 foi igual a 
100%, o que representa máxima proporção de resultados corretos nos grupos de 
soros de indivíduos infectados e não infectados pelo T. cruzi. Entretanto, a fim de se 
conduzir uma avaliação criteriosa dos resultados, foi também calculado o índice J de 
Diluição 1:160 Diluição 1:320 Diluição 1:640 a) b) c) 
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Youden que dá pesos iguais aos resultados corretos e não corretos do teste, onde, 
para a diluição 1:320 também foi obtido valor máximo em relação a esse parâmetro.  
Além das análises de desempenho descritas acima também foram calculadas 
as razões de verossimilhança (RVs), indicadores expressos em chance para a 
diluição 1:320. Em decorrência da especificidade máxima encontrada neste ponto, a 
RVPos não pode ser determinada. Já a RVNeg foi igual a zero, o que segundo 
Jaeschke et al. (1994) indica que valores menores que 17.2 m° excluem o 
diagnóstico da doença de Chagas, confirmando a ausência da infecção. 
 
 
TABELA 8: Índices de desempenho do imunosensor fundamentado em ressonância de plásmons de 
superfície para diagnóstico da doença de Chagas nas diluições 1:160, 1:320 e 1:640, seguidos dos 
respectivos intervalos de confiança a 95.0%. 
 
 
Os gráficos de dispersão apresentados na Figura 32 ilustram as respostas 
individuais dos 57 soros utilizando os pontos de corte estabelecidos pela curva ROC 
em cada uma das respectivas diluições. Em linhas gerais, graficamente é visível que 
os soros positivos em todas as três diluições apresentaram comportamento 
relacionado com o índice de reatividade associado, de modo que, os valores médios 
de variação de ângulo de SPR permitem identificar os grupos já classificados em 
alta, média e baixa reatividade pelo ELISA. Tal fato era esperado, uma vez que o 
índice de reatividade frente ao imunoensaio está relacionado com a absorbância que 
os soros apresentam naquela metodologia, o que comprovadamente está 
 
Índice de Desempenho 
Diluição do Soro 
 
1:160 1:320 1:640 
Ponto de corte 53.9 m° 17.2 m° 3.7 m° 
Área sobre a curva (ASC) 0.830 1.00 0.865 
Sensibilidade 83.8% (68.0 - 93.8%) 100.0% (90.5 - 100%) 72.9% (55.9 - 86.2%) 
Especificidade 75.0% (50.9 - 91.3%) 100.0% (83.2 - 100%) 100.0% (83.2 - 100%) 
Valor Preditivo Positivo 86.1% (70.5 - 95.3%) 100.0% (90.5 - 100%) 100.0% (87.2 -100%) 
Valor Preditivo Negativo 71.4% (47.8 - 88.7%) 100.0% (83.2 - 100%) 66.7% (47.2 - 82.7%) 
Acurácia 83.0% (70.7 - 91.6%) 100.0% (93.7 -100%) 86.5% (74.8 - 94.1%) 
J de Youden 58.8% (35.1 - 74.2%) 100.0% (100 - 100%) 73.0% (54.1 - 83.8%) 
Razão de Verossimilhança Positiva 3.35 - - 
Razão de Verossimilhança Negativa 0.22 0.00 0.27 
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diretamente relacionado com a quantidade de anticorpos anti-T. cruzi presentes no 
soro teste (VOLLER et al., 1975). À vista disso, por apresentarem uma maior 
quantidade de anticorpos, os soros de alta reatividade provavelmente iriam gerar 
mais ligações entre tais moléculas e os antígenos covalentemente ligados à 
superfície do sensor, o que consequentemente acarretaria em maiores variações 
angulares. Associações análogas podem feitas ser para os grupos de média e baixa 
reatividade. 
Para a diluição 1:160 (FIGURA 32a), no ponto de corte sugerido de 53.9 mº, é 
possível observar que em 13.5% (5/37) dos soros de indivíduos infectados não é 
detectada positividade pelo imunosensor, principalmente entre os soros de baixa 
reatividade (4/5). Concomitantemente, 25.0% (5/20) dos soros não infectados foram 
erroneamente classificados como reagentes. Já para o ponto de corte 3.7 mº 
indicado na diluição 1:640 (FIGURA 32c), é visível a grande especificidade do 
sistema, todavia, tal diluição acusou negatividade para 37.0% dos positivos (10/37), 
sobretudo entre os soros de baixa reatividade (8/10).  
Desse modo, o contrabalanço mais favorável foi detectado pela curva ROC na 
diluição de 1:320 (FIGURA 32b). Na dispersão é mostrado que para o ponto de corte 
fixado em 17.2 m° não houve resultados falsos positivos ou negativos dentre os 
soros, o que inclui o grupo positivo de baixa reatividade, que demonstrou sucessivas 
divergências nas demais diluições. 
Assim, tomados em conjunto, todos os dados apontam para o que já havia 
sido deduzido anteriormente durante a etapa de desenvolvimento do imunoensaio: a 
diluição do soro no fator 1:320 realmente representa a condição metodológica mais 
adequada para o imunoensaio proposto. Ela foi capaz de discernir os grupos 
negativos dos positivos, de forma que entre estes últimos, foi possível ainda detectar 
positividade em todos os soros de baixa reatividade, achados comuns em indivíduos 
portadores da infecção. 
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FIGURA 32: Comportamento individual de soros de humanos infectados (INF) pelo Trypanosoma 
cruzi com diferentes índices de reatividade frente ao ELISA e não infectados (NIF) em diferentes 
diluições: 1:160 (a), 1:320 (b), 1:640 (c) Os resultados foram expressos com variação do ângulo de 
ressonância de plásmons de superfície, de modo que a linha pontilhada representa o ponto de corte 
entre resultados negativos e positivo e as linhas horizontais os valores médios de cada grupo. 
a) 
b) 
c) 
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5.5.2 Determinação dos Índices de Desempenho para o Imunoensaio (SPRCruzi) 
em um Amplo e Diversificado Painel Sorológico  
 
 
 Com o objetivo de avaliar preliminarmente a aplicabilidade do SPRCruzi no 
diagnóstico da doença de Chagas, foi utilizada uma amostragem populacional 
diversificada e constituída por um maior número de soros humanos (n=171), entre 
eles 99 soros de indivíduos infectados pelo T. cruzi, 30 soros de indivíduos não 
infectados pelo T. cruzi e 42 soros de indivíduos portadores de outras infecções, 
porém comprovadamente negativos para a infecção chagásica - HTLV (n=8), 
leishmaniose visceral (n=7), leishmaniose tegumentar americana (n=6), 
toxoplasmose na fase aguda (n=6) e na fase crônica (n=6), hepatite B (n=4) e AIDS 
(n=5) - e 30 isentos de qualquer infecção. 
A Figura 35a representa os resultados das análises individuais de 171 soros 
realizadas no SPRCruzi nas condições previamente padronizadas: diluição de 1:320 
e ponto de corte correspondente a variação de ângulo de SPR de 17.2 m°, onde 
amostras com valores maiores que este são consideradas positivas, enquanto que, 
valores menores ou iguais a 17.2 m° correspondem a soros não reagentes. 
A dispersão dos resultados mostrada no gráfico sugere a elevada 
sensibilidade da metodologia, uma vez que todos os soros de indivíduos infectados 
foram verdadeiramente diagnosticados, não havendo assim, a presença de 
resultados falsos negativos. Além disso, é perceptível a elevada capacidade do 
dispositivo em discriminar indivíduos infectados pelo T. cruzi dos não infectados, 
uma vez que apenas dois pacientes considerados negativos para a doença de 
Chagas, mas com outras infecções, se apresentaram como falsos positivos 
(FIGURA 33b). Os valores de variação do ângulo de SPR oscilaram entre 90.2 e 
18.2 mº no grupo de indivíduos infectados, 0 e 16.9 mº no grupo de indivíduos não 
infectados e 0 e 32.1 mº no grupo de indivíduos com outras infecções. 
Os mesmos soros foram avaliados pelo ELISA in house e, conforme é 
possível observar nos gráficos de dispersão na Figura 33a e 33b, 20% (8/42) dos 
soros de pacientes com outras infecções foram reativos por esta metodologia.  
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FIGURA 33: Resultados comparativos entre o desempenho do Imunosensor SPRCruzi e o ELISA em 
amostras de soros humanos infectados pelo Trypansoma cruzi (INF, n=99), não infectados (NIF, 
n=30) e portadores de outras infecções bacterianas, virais e parasitárias (outras infecções, n=42), tais 
como vírus HTLV (n=8), leishmaniose visceral - LV (n=7), leishmaniose tegumentar americana - LTA 
(n=6), toxoplasmose na fase aguda - TX aguda (n=6) e na fase crônica - TX crônica (n=6), hepatite B 
(n=4) e AIDS (n=5).  Em (a) estão representados os valores de variação de ângulo de ressonância de 
plásmons de superfície (∆θSPR) obtidos no SPRcruzi para os três grupos na diluição de 1:320. Já em 
(b) estão relacionados os valores obtidos apenas para os soros com outras infecções. Em (c) se 
encontram os valores de absorbância encontrados a partir do ELISA in house para os grupos INF, 
NIF e outras infecções na diluição de 1:80. Já em (b) estão relacionados os valores obtidos apenas 
para os soros humanos com outras infecções. Em todos os casos a linha pontilhada indica os pontos 
de corte adotados para as análises. 
 
 
A ocorrência de reações cruzadas entre infecções por T. cruzi e outros 
patógenos representa uma importante limitação dos testes sorológicos empregados 
na rotina laboratorial da doença de Chagas (RIERA et al., 2012). Nesse contexto, 
devido aos resultados falsos positivos, em áreas de múltiplas endemias é possível 
SPRCruzi 
b) 
a) 
ELISA 
c) 
d) 
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que diversos dados epidemiológicos sejam super ou subestimados, bem como 
diagnósticos individuais sejam erroneamente definidos (KRIEGER et al., 1992; 
GOMES et al., 2001; WHO, 2007). Diversas infecções já foram descritas associadas 
a reações cruzadas com a doença de Chagas, tais como esquistossomose, 
toxoplasmose, rangeliose, malária, tuberculose e hanseníase (STEINDEL & 
GRISARD, 2007; COURA et al., 2013). Além disso, Malan et al. (2006) também 
demonstraram reatividade cruzada entre a doença de Chagas e distúrbios 
autoimunes, como o fator reumatoide, febre reumática e lúpus eritematoso 
sistêmico.  
Todavia, as reações cruzadas oriundas de epítopos antigênicos do T. cruzi 
comuns a outros tripanossomatíeos (T. rangeli ou Leishmania spp.) e anticorpos 
produzidos contra os mesmos, são as fontes de resultados inconclusivos mais 
descritos e referenciados na literatura (VEXENATI et al., 1996; CABALLERO et al., 
2007; MORAES et al., 2008). Alternativamente, alguns estudos apontam ainda que a 
reatividade cruzada pode estar associada à elevada composição de antígenos de 
carboidratos nas formas epimastigotas do parasito utilizadas como preparações 
antigênicas, uma vez que anticorpos IgG2 altamente presentes em soros de 
indivíduos com doença de Chagas e leishmanioses se ligam, preferencialmente, à 
epítopos de carboidratos gerando ligações inespecíficas (CORDEIRO et al., 2001; 
MATOS, 2007).  
No presente estudo, tal fato foi também evidenciado, visto que 53.8% (7/12) 
dos soros que apresentavam leishmaniose tegumentar americana e, principalmente, 
leishmaniose visceral, foram fontes de falsos positivos no ELISA. A fim de contornar 
essa situação, o uso de antígenos recombinantes ou peptídeos sintéticos representa 
uma via capaz de minimizar esses efeitos através da geração de dispositivos mais 
específicos (UMEZAWA et al., 2003; BOTTINO et al., 2013), porém, tais 
preparações antigênicas apresentam preparo extremamente oneroso e mais caro. 
Nesse sentido, o imunoensaio proposto, SPRCruzi, utilizando o mesmo 
antígeno bruto de T. cruzi empregado no ELISA, apresentou redução drástica do 
percentual de falsos positivos nesse grupo (16.4% - 2/12), o que demonstrou uma 
melhor especificidade do dispositivo em discriminar indivíduos portadores da doença 
de Chagas e leishmaniose visceral, o que segundo Benedetti et al. (2011) 
representa uma necessidade corrente, pois a evolução clínica e tratamento dessas 
infecções é altamente diferente. Somando-se a isso, em bancos de sangue a 
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ocorrência de reações cruzadas representa um denso fardo logístico e econômico, 
uma vez que em decorrência da baixa especificidade dos testes convencionais é 
preconizada a execução de duas metodologias distintas na triagem. Desse modo, 
um teste com maior especificidade e sensibilidade associada e, ainda, mais rapidez 
na realização, reduziria além de gastos econômicos e temporais, a quantidade de 
sangue utilizada na seleção dos doadores e no descarte de bolsas falsamente 
positivas para Chagas (GOMES et al., 2001; WHO, 2002). 
Assim, os resultados apontam que o SPRCruzi seria passível de aplicação em 
áreas endêmicas em que, juntamente com a doença de Chagas, outras infecções 
parasitárias coexistem. Para fundamentar essa observação, a partir dessa 
população inquérito artificial, foram determinados os índices de desempenho gerais 
da nova metodologia proposta. Os resultados obtidos estão relacionados na Tabela 
10 e, em conjunto, demonstram que o SPRCruzi apresentou um bom  desempenho 
para discriminar a reatividade entre indivíduos não infectados e infectados pelo T. 
cruzi, com elevada sensibilidade (100.0%), especificidade, valor preditivo positivo 
(98.0%), valor preditivo negativo (100.0%), acurácia global (99.6%) e índice J de 
Youden (97.2%).  
A sensibilidade máxima indica total ausência de resultados falsos negativos 
no imunosesaio desenvolvido, enquanto que a especificidade encontrada indica uma 
taxa falsos positivos de apenas 2.3%, o que é extremamente almejado para uma 
metodologia útil no sorodiagnóstico da infecção chagásica. 
 Os valores preditivos positivo e negativo iguais a 98.0% e 100.0%, 
respectivamente, sugerem uma ótima capacidade do SPRCruzi na confirmação de 
indivíduos com teste positivo que apresentam a doença de Chagas, assim como a 
proporção de indivíduos com teste negativo que não apresentam a doença. Tais 
índices também foram calculados considerando a prevalência real da doença em 
Berilo-MG no período de 1975-1980 (35.5%). A partir do Teorema de Bayes e 
adotando a especificidade de 97.2% e a sensibilidade de 100.0%, os valores 
preditivos positivos e negativos detectados foram: 95.2% e 100.0%, o que permite 
inferir que, mesmo em uma área endêmica para doença de Chagas, o SPRCruzi 
continua a apresentar elevada capacidade analítica. 
O percentual detectado na avaliação da acurácia global indicada pela curva 
ROC reflete que 99.6% dos resultados apresentados pelo SPRCruzi estão corretos, 
o que demonstra ótimo desempenho da metodologia. Além disso, mesmo a 
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avaliação da acurácia pelo índice J de Youden, que dá pesos iguais a resultados 
corretos e incorretos do teste, foi elevada. 
 
TABELA 9: Índices de desempenho do imunosensor fundamentado em ressonância de plásmons de 
superfície (SPRCruzi) para diagnóstico da doença de Chagas na diluição 1:320, seguidos dos 
respectivos intervalos de confiança a 95.0%. Tais valores foram determinados a partir de um painel 
de soros humanos constituído por 171 amostras, sendo 99 de indivíduos infectados pelo Trypansoma 
cruzi, 30 de não infectados e 42 de portadores de outras infecções, tais como pelo vírus HTLV (n=8), 
leishmaniose visceral (n=7), leishmaniose tegumentar americana (n=6), toxoplasmose na fase aguda 
(n=6) e na fase crônica (n=6), hepatite B (n=4) e AIDS (n=5). 
 
 
Já em relação aos cálculos dos índices expressos em chances, a metodologia 
também se apresentou satisfatória, visto que o valor de RVPos e RVNeg foi de 36.0 
e 0.0, respectivamente. Estes resultados demonstram que para um resultado 
positivo fornecido pelo SPRCruzi, a probabilidade de um valor de variação angular 
maior que 17.2 mº ser encontrado em um indivíduo portador da doença de Chagas é 
cerca de trinta e seis vezes maior do que a chance dele ser encontrado em um 
indivíduo sem a infecção. Por outro lado, é nula a chance de um resultado negativo 
fornecido pelo SPRCruzi advir de um indivíduo portador da doença de Chagas 
quando comparado com indivíduos não doentes. Ademais, segundo Jaeschke et al. 
(1994), estes valores de RVPos maiores que 10 praticamente confirmam o 
diagnóstico da doença de Chagas e que RVNeg menores que 0.1 praticamente 
excluem o diagnóstico da doença de Chagas. 
Índice de Desempenho Valor para o Imunosensor 
Ponte de Corte 17.2 m° 
Área sobre a curva (ASC) 0.996 
Sensibilidade 100.0% (96.3 - 100%) 
Especificidade 97.2% (90.3 - 99.7%) 
Valor Preditivo Positivo 95.2% (93.0 - 99.8%) 
Valor Preditivo Negativo 100.0% (94.8 - 100%) 
Acurácia 99.6% (97.0 - 100%) 
J de Youden 97.2% (91.7 - 98.6%) 
Razão de Verossimilhança Positiva 36.0 
Razão de Verossimilhança Negativa 0.0 
Índice Kappa 0.939 
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Adicionalmente, quando calculado o índice de concordância entre as duas 
técnicas (ELISA e SPRCruzi) pela estatística Kappa, o valor encontrado para tal 
parâmetro foi de 0.939, o que demonstra que os resultados obtidos pelo SPRCruzi  
apresentam ótima concordância com os obtidos em uma metodologia já consagrada 
no diagnóstico sorológico da infeção chagásica, o ELISA (LANDIS & KOCH, 1977), 
com aparente melhor desempenho do novo método em discriminar os não 
infectados pelo T. cruzi, como discutido anteriormente. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
 
As metodologias convencionais atualmente disponíveis para o diagnóstico 
sorológico da doença de Chagas apresentam diversas limitações. Em linhas gerais, 
são onerosas, requerem equipamentos especiais, refrigeração dos reagentes, 
tratamento prévio dos espécimes clínicos, mão de obra qualificada, apresentam 
sensibilidade e especificidade bastante variável e, execução em várias etapas, o que 
torna o processo analítico extremamente moroso (MS, 2008; GOMES et al., 2009). 
Assim, os imunosensores fundamentados em SPR, por combinarem robustez, 
rapidez, simplicidade e portabilidade, com adequada especificidade e sensibilidade, 
podem representar uma alternativa bastante atrativa ao que é convencionalmente 
utilizado (HOMOLA, 2008). 
Apesar das análises aqui realizadas terem ocorrido em um espectrômetro de 
SPR monocanal e de escala laboratorial, já existem soluções para a criação de 
dispositivos portáteis e, consequentemente, passíveis de aplicação nos mais 
diversos locais e situações, como áreas peri urbanas endêmicas para a doença de 
Chagas (SOELBERG et al., 2005; PREECHABURANA et al., 2012). Além disso, por 
outro lado, também existem equipamentos multicanais e altamente automatizados, 
como o Biacore® 4000 (GE Healthcare, EUA), que utilizam microchips e permitem a 
realização de um grande número de análises simultaneamente. Estes sistemas 
representariam grandes perspectivas, por exemplo, para a triagem de doadores em 
bancos de sangue em grandes centros urbanos, com a possibilidade de 
desenvolvimento de sistemas para diagnóstico sorológico rápido de várias infecções. 
Em ambas as proposições, após algumas etapas de adaptação e otimização, a 
plataforma sensora aqui estabelecida pode ser facilmente transposta para tais 
sistemas. 
No entanto, no momento, por se tratar de uma aplicação relativamente 
recente, o desenvolvimento de imunosensores fundamentados em SPR pode 
apresentar o fator econômico como um óbice para uma possível implantação do 
mesmo no diagnóstico de doenças ditas negligenciadas, como a doença de Chagas 
(HOLFORD et al., 2012). De fato, a priori, os custos iniciais para aquisição de um 
equipamento de SPR e substratos de ouro requeridos para as análises podem soar 
onerosos. Porém, como já discutido acima, a possibilidade de regeneração da 
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superfície sensora vislumbra a realização de múltiplas análises em apenas um disco 
de ouro modificado (SHANKARAN et al., 2007), de modo que estudos na literatura já 
reportaram a possibilidade de execução de mais de 1500 ciclos analíticos em um 
único substrato regenerado (MARCHESINI et al., 2005), o que associado a  rapidez 
das análises em uma única etapa poderia lhe conferir intensa aplicabilidade.   
Em conjunto, os resultados obtidos no presente trabalho mostram sucesso no 
desenvolvimento de uma nova metodologia com aspecto promissor para aplicação 
no diagnóstico sorológico da doença de Chagas. Vários estudos já foram publicados 
na literatura explorando o fenômeno de SPR para o desenvolvimento de 
imunosensores úteis no diagnóstico de infecções humanas bacterianas, virais e 
parasitárias (OH et al., 2003; OH et al., 2004; KANG et al., 2006; JYOUNG et al., 
2006; KUMBHAT et al., 2010, HONG et al., 2011; ARYA et al., 2011; GUPTA et al., 
2012; SOUTO et al., 2013). Contudo, apesar de demonstrarem claramente a grande 
sensibilidade da técnica em realizar a detecção de diversos patógenos humanos, a 
maioria desses trabalhos utiliza, ao invés de amostras clínicas reais, anticorpos 
monoclonais ou antígenos sintetizados dos patógenos durante a etapa de 
desenvolvimento dos imunosensores.  
Além disso, nenhum deles realiza uma etapa minuciosa de avaliação da 
resposta dos dispositivos frente a um número representativo de soros humanos 
infectados ou não pelo patógeno, bem como a comparação destes resultados com o 
obtido para outras metodologias. Dessa maneira, a possibilidade de real aplicação 
destes imunosensores como uma ferramenta alternativa para o diagnóstico 
imunológico das respectivas infecções, ainda é pouco factível. Entretanto, os 
resultados aqui obtidos comprovam pela primeira vez a possibilidade de real 
aplicação destes imunosensores como uma ferramenta alternativa para o 
diagnóstico imunológico de uma infecção parasitária. 
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7 CONCLUSÕES 
 
 
Considerando o conjunto dos dados obtidos nos diferentes experimentos 
conduzidos ao longo do presente estudo é possível concluir que: 
 
a) Neste trabalho foi desenvolvido com sucesso o primeiro imunosensor 
fundamentado em Ressonância de Plásmons de Superfície para detecção de 
anticorpos anti-T. cruzi através da imobilização covalente de antígenos brutos 
do parasito sobre monocamadas auto-organizadas mistas compostas por 11-
MUA e 3-MPA em superfície de ouro, capaz de detectar de forma rápida, 
simples, sensível e específica infecções por esse parasito. 
 
b) Conforme já descrito na literatura, as SAMs mistas aqui utilizadas foram mais 
eficientes para a imobilização do antígeno de T. cruzi, sendo a concentração 
de cada alcanotiol escolhida de 1.0 mmol L-1 na proporção 1:10 de 11-
MUA:3-MPA para a composição das monocamadas. 
 
c) Através da maior inibição da eletroatividade da sonda hexacianoferrato de 
potássio, a voltametria cíclica e a espectroscopia de impedância 
eletroquímica permitiram demonstrar eficientemente a imobilização de 
antígenos de T. cruzi sobre os organizados moleculares ativados, durante a 
construção do imunosensor. 
 
d) Os parâmetros analíticos definidos para uma maior otimização do 
imunoensaio proposto foram: tempo de imobilização do antígeno por 20 
minutos, bloqueio da superfície sensora por 10 minutos com solução de BSA 
1.0%, diluição do soro a 1:320, tempo de avaliação da resposta do 
imunosensor em 20 minutos, uso da solução antigênica a 30 µg mL-1 e 
injeção de SDS 1.0% para regeneração do imunosensor. Em conjunto, estas 
condições permitiram discriminar com eficiência os pacientes infectados pelo 
T. cruzi dos não infectados. 
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e) O imunosensor desenolvido demonstrou desempenho semelhante ao  
método de ELISA in house, com capacidade  de detectar anticorpos anti-T. 
cruzi em amostras de soros diluídas até 1280 vezes. Contudo, o SPRCruzi 
forneceu um menor número de resultados falsos positivos. Enquanto neste, 
apenas dois soros portadores de leishmaniose tegumentar americana e 
visceral foram considerados erroneamente positivos, no imunoensaio 
enzimático sete soros apresentaram reação cruzada. 
 
f) Por meio do ensaio preliminar para avaliação da sua capacidade, o 
imunosensaio desenvolvido apresentou índices de desempenho elevados, o 
que indica o potencial do imunosensor para possível aplicação no diagnóstico 
sorológico da doença de Chagas. Foram registrados: 100.0% de 
sensibilidade, 97.2% de especificidade, 98.0% de valor preditivo positivo, 
100.0% de valor preditivo negativo, 99.6% de acurácia global e 97.2% de 
índice J de Youden. Além disso, foi demonstrado que valores de variação 
angular maiores que 17.2 m° contribuem para confirmação do diagnóstico da 
doença de Chagas e que valores menores ou iguais a 17 m° praticamente 
excluem o diagnóstico da doença. 
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8 PERPESCTIVAS FUTURAS 
 
 
Apesar de terem sido alcançados os objetivos propostos, o presente trabalho 
ainda abre perspectivas para novos estudos, tais como: 
 
a) Avaliar o tempo de vida útil do imunosensor proposto em diferentes tempos e 
temperaturas de armazenamento. 
 
b) Determinar o número máximo de análises que podem ser feitas na superfície 
sensora após regeneração com SDS 1.0%. 
 
c) Avaliar a possibilidade de redução do tempo de análises através da titulação 
de um maior número de amostras em menores períodos de tempo. 
 
d) Avaliar a presença de interferentes na amostra, tais como soros lipêmicos ou 
plasma, na resposta fornecida pelo imunosensor. 
 
e) Transpor a plataforma sensora aqui desenvolvida para um sistema de SPR 
portátil, a fim de obter um dispositivo em menor escala e passível de 
aplicação em campo, e/ou para um espectrômetro de SPR que permita 
múltiplas análises simultâneas, objetivando a criação de um dispositivo hábil 
na determinação diagnóstica de várias amostras e passível de utilização em, 
por exemplo, triagem de doadores em bancos de sangue. 
 
f) Imobilizar antígenos recombinantes e/ou peptídeos sintéticos do T. cruzi 
sobre as monocamadas auto-organizadas mistas e comparar os índices de 
desempenho obtidos com o presente dispositivo. 
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ANEXO A - Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos 
do Centro de Pesquisas René Rachou para Coleta de Espécimes Clínicos 
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-------------------------------------------- 
APÊNDICE A - Titulação de Pool de Soros de Indivíduos Infectados pelo 
Trypanosoma cruzi (pool positivo) e Não Infectados (pool negativo) Avaliados 
por ELISA 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 35: Valores de absorbância obtidos para titulação de pool de soros de indivíduos infectados 
pelo Trypanosoma cruzi (pool positivo) e não infectados (pool negativo) avaliados pelo imunosensaio 
enzimático (ELISA) in house, segundo metodologia proposta por Voller et al. (1975). A linha 
pontilhada indica o ponto de corte adotado para as análises. 
 
 
 
 
